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 A esporulação em Bacillus subtilis é controlada por uma cascata de factores sigma 




 controlam os estágios precoces do desenvolvimento no pré-
esporo e na célula mãe, respectivamente. Numa fase intermédia da diferenciação, quando a 
célula mãe acaba por envolver o pré-esporo, 
F




 é substituído por 

K
. Vários mecanismos asseguram que a actividade dos diferentes factores sigma seja 
confinada a uma janela temporal precisa na célula adequada. Neste estudo, investigámos a 
função de um factor anti-
G
, designado por CsfB. Mostramos que para além da sua função 
de inibição da actividade do factor 
G
 em células pré-divisionais, CsfB é também 
necessário na célula mãe num estágio tardio do desenvolvimento. Mostramos que a 
expressão de csfB é activada na célula mãe a partir de um promotor dependente de 
K
. 
Contudo, demonstramos que CsfB interage directamente com 
E 
e não com 
K
, e que CsfB 
é suficiente para inibir a actividade transcricional dependente de 
E 
em células vegetativas 
de B. subtilis. Propomos que CsfB contribui para reduzir o período dependente de 
E
, na 





 e aumentado a fidelidade do processo de desenvolvimento. Uma segunda 
proteína, YabK, partilha semelhança estrutural com CsfB. YabK é produzida no pré-esporo 
sob o comando de 
F





no programa genético do pré-esporo, porque uma mutação que torna 
F
 sensível a 
CsfB ultrapassa parcialmente a função de YabK na esporulação. No entanto, YabK e CsfB 







Gene expression during spore development in Bacillus subtilis is governed by a 




 control the early stages of 
development in the forespore and in the mother cell, respectively. At an intermediate stage 
in the differentiation process, when the larger mother cell finishes engulfment of the 
smaller forespore, 
F




 is replaced by 
K
. Several mechanisms 
ensure the proper timing of activation of the cell type-specific sigma factors. Here, we have 
investigated the funtion of an anti-sigma 
G 
factor, called CsfB. We show here that in 
addition to its role in inhibiting 
G 
in pre-divisional cells, CsfB is also required in the 
mother cell at a late stage in development. We show that the expression of csfB is activated 
in the mother cell from a 
K
-specific promoter. However, we demonstrate that CsfB binds 
directly to 
E
 but not to 
K
 in a yeast two-hybrid assay, and that CsfB is sufficient to inhibit 

E
-dependent transcriptional activity in vegetative cells of B. subtilis. We posit that CsfB 
contributes to shutting off the early, 
E
-controlled period in the mother cell line of gene 




 regulons and 
increasing the fidelity of the developmental process. A second protein, YabK, shares 
structural similarity with CsfB. YabK is produced in the forespore under 
F 
control, and is 
required for efficient sporulation. YabK contributes to the transition from the 
F
- to the 
G
-
dependent period of gene expression, because a mutation that renders 
F 
sensitive to CsfB 
partially bypasses the need for YabK. Yet, YabK and CsfB must function in the control of 
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1. INTRODUÇÃO  
 
A utilização da informação genética, de um modo ajustado às condições particulares 
em que uma célula se encontra, é um processo central da vida. A informação genética está 
‘escrita em código’ numa sequência de ácido DesoxirriboNucleico (DNA), sendo que a 
produção dos componentes codificados, tais como proteínas e ácidos RiboNucleicos 
(RNAs), envolvem vários processos. Um desses processos é a transcrição do DNA. Este 
processo passa pela polimerização de RNA a partir de DNA levada a cabo por um 
complexo enzimático denominado de polimerase do RNA, RNAP. 
1.1. Polimerase do Ácido Ribonucleico  
 
RNAP é uma enzima com várias subunidades. As subunidades ’ e  (esta 
última em duas cópias) compõem o núcleo catalítico mínimo da enzima (15, 102). Do 
complexo podem também fazer parte várias proteínas acessórias, tais como duas 
subunidades ω, ω1e ω2, e uma subunidade delta, δ (59). Ao núcleo da enzima associa-se 
ainda a subunidade  de forma a produzir uma holoenzima capaz de iniciar transcrição a 
partir de sequências promotoras específicas (102). Este complexo é conservado a nível de 
estrutura primária, estrutura tridimensional e função desde as bactérias até aos humanos (2, 
102, 165). As subunidades  e ’estão codificadas no mesmo operão e os genes que as 
codificam são rpoB e rpoC, respectivamente. Certas mutações pontuais nestes genes 
provocam sensibilidade à rifampina e à streptolidigina. A subunidade  catalisa a síntese de 
RNA, enquanto a subunidade ’ liga ao DNA de um modo não específico, sendo a estas 
duas subunidades exclusivamente que se ligam os factores (12). A subunidade  é 
codificada pelo gene rpoA e faz parte de um grande operão de 30 genes com mais de 15 kb. 
A região C-terminal desta subunidade interage com factores de transcrição acessórios, e 
pode também ligar ao DNA a montante da região promotora, a sequências designadas por 
elementos UP (ver abaixo), de forma a estimular a transcrição. A região N-terminal da 
subunidade contém os determinantes de ligação à polimerase. As proteínas acessórias ω1 e 
ω2 com massas aparentes de 11 e 9.5 kDa, respectivamente, não sendo essenciais, co-
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purificam juntamente com a RNAP (59). Estudos realizados em Escherichia coli indicam 
que ω2 parece funcionar como um chaperão molecular durante a montagem do núcleo da 
polimerase (59). A proteína acessória δ, de 21 kDa, altamente acídica, é codificada pelo 
gene rpoE. In vitro, dependendo das condições de reacção, pode aumentar ou diminuir o 
rendimento da transcrição e suprime a iniciação da transcrição não específica em locais sem 
promotor (59). In vivo, apenas se conhece uma função em Bacillus subtilis: a subunidade 
delta é necessária para a transcrição de determinados genes nas fases intermédias da 
esporulação, fases II e III (50). Além destes factores acessórios da RNAP, existem outros 
que têm funções de alongamento (NusA, NusB e NusG), acoplamento da transcrição à 
reparação (Mfd), terminação da transcrição (86), e clivagem do RNA mensageiro (RNAm) 
(um exemplo é GreA) (59). 
O início da transcrição começa com o reconhecimento específico de um promotor 
pela holoenzima, de uma forma dependente da subunidade . Os factores sigma são apenas 
necessários para o reconhecimento específico dos promotores e início da transcrição (59), 
sendo aceite que são libertados durante a fase de alongamento do transcrito. Classicamente, 
um promotor define-se como a região de DNA mínima necessária para permitir a iniciação 
selectiva da transcrição e que é frequentemente identificada por sequências conservadas 
(elementos consensos), geralmente centradas nas posições -35 e -10 pares de bases (17) 
relativamente ao local de início da transcrição (nucleotído de iniciação). Esta região define 
basicamente o tamanho do promotor e a sua sequência determina o(s) sigma(s) que podem 
activar transcrição normal (basal) de um gene. No entanto, um promotor pode ter outros 
componentes. Geralmente existe localizada entre -40 e -70 uma região rica nos nucleótidos 
A-T (Adenina-Timina), denominada UP elemento, UPstream, (sequência a jusante da 
região promotora -35 -10), onde a região terminal carboxílica da subunidade  da RNAP 
pode ligar (fig. 1). Estes elementos são também importantes para o reconhecimento dos 
promotores por factores secundários. Além dos elementos UP, a sequência entre região 
+1 e +20 tem grande influência no eficiente começo da transcrição (59).  
A especificidade da RNAP para diferentes promotores depende do factor sigma que 
está presente. 
70
 em E. coli e 
A 
em B. subtilis são os factores sigma primários, e 
reconhecem promotores de genes essenciais ao crescimento exponencial. Ambos os 
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factores sigma pertencem à família 
70 
(59, 106). Além dos sigmas primários existem 
factores sigma secundários, que variam entre espécies, e que dirigem a RNAP para 
promotores de genes que são necessários em situações fisiológicas particulares, que geram 
fortes estímulos intra ou extra-celulares (59).  




 A família 
70
 agrupa factores sigma filogeneticamente relacionados que 
reconhecem promotores com elementos conservados nas regiões -35 e -10 contando a partir 
do local de início da transcrição. A maioria dos factores sigma conhecidos pertence a esta 
família (106). Uma outra família de factores sigma, conhecida por família 
54
, engloba 
proteínas que reconhecem promotores com os elementos conservados perto das região -24 e 
-12 relativamente à posição de iniciação de transcrição. Esta família diverge 
estruturalmente e filogeneticamente da anterior (59).  
 A família 
70 
foi dividida em 4 grupos filogenéticos com base em considerações 
estruturais e funcionais. Ao grupo 1 pertencem os factores sigma primários que são muito 
semelhantes ao factor 
70 
de E. coli. No grupo 2 estão factores que sendo muito 
semelhantes aos do grupo 1 não são necessários para o crescimento e a viabilidade das 
células bacterianas. No terceiro grupo estão colocados factores sigma mais específicos cuja 
actividade é circunscrita a determinadas fases do ciclo de vida, em resposta a sinais 
específicos. Este grupo é dividido em subgrupos que reúnem factores  relacionados 
funcionalmente, como por exemplo os envolvidos na esporulação, no choque térmico ou na 
biossíntese do flagelo. O grupo 4, cujos elementos são os mais divergentes estruturalmente 
relativamente aos  do grupo 1, foi inicialmente denominada de ECF (extracytoplasmic 
factor). A designação de ECF vem do facto dos primeiros elementos desta família 
caracterizados responderem a sinais com origem no ambiente extra-citoplasmático, e pelo 
facto de uma classe de reguladores directos designados por factores anti-sigma serem 
transmembranares. O número de factores sigma de cada grupo que cada organismo possui é 
muito variável, mas todos têm obrigatoriamente um factor do grupo 1 (106). 
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 Estruturalmente os factores sigma da família 
70
 podem ser definidos por terem 4 
regiões principais e algumas sub-regiões. Das 4 regiões principais existem duas mais 
importantes, as regiões 2 e 4. Estas regiões são divididas em sub-regiões com diferentes 
funções. Nas regiões 2.1 e 2.2 estão presentes os resíduos necessários para a ligação ao 
núcleo da RNAP (6, 17, 106). A região 2.3 promove a separação da cadeia de DNA 
aquando da formação do complexo aberto no início da transcrição. A região 2.4 contém os 
aminoácidos que contactam o DNA na região -10 dos promotores (fig.1). A região 4, em 
particular a sub-região 4.2 está envolvida no reconhecimento do elemento -35 dos 
promotores (fig.1), e na interacção com proteínas acessórias de activação da transcrição que 
ligam a montante do elemento -35 (6, 17, 106). A região 4.1 é também o alvo de ligação de 
alguns anti-sigmas (141). Relativamente às regiões 1 e 3, estas são menos conservadas 
entre os factores sigma da família 
70
. A primeira é dividida em duas sub-regiões, na qual a 
1.1 funciona como um elemento inibitório que por vezes impede a ligação do factor sigma 
à região promotora (33, 34, 64, 152) e também parece acelerar a formação do complexo 
aberto em alguns promotores (64, 152, 155). A região 1.2 liga a uma sequência de 3 
nucleótidos situada a jusante da região -10 e estimula a taxa de iniciação de transcrição 
(fig.1) (57, 58). A região 3 também se divide em três sub-regiões: a sub-região 3.0 
(anteriormente denominada 2.5) está envolvida no reconhecimento de um motivo -10 
“estendido” presente em alguns promotores (fig1) (6, 17), enquanto a sub-região 3.2 é 
importante na inicialização da transcrição pela interacção com os substratos inicias no 
núcleo catalítico da RNAP e pela sua libertação do promotor (83). 
Figura 1 - Esquema das regiões conservadas em factores sigma. Diagrama esquemático das interacções 
entre o promotor e as regiões indicadas dos factores sigma no contexto da RNAP (holoenzima) e também 
entre a sub-unidade  do núcleo da RNAP com o DNA. As linhas ligam os elementos do promotor (em baixo) 
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às regiões das subunidades  e  (em cima). Da esquerda para a direita, elemento UP (UP element); regiões -
35 e -10 do promotor; Ext, extensão da região -10; Dis, elemento discriminatório (discriminator element); +1, 
local de início da transcrição. Em cima: CTD, domínio C-terminal de (C-terminal domain); NCR, região 
não conservada (no conserved region). As representações não estão à escala. A figura foi mantida como a 
original em Haugen et al., 2008 (58).   
 
 Os factores sigmas pertencentes aos grupos 2-4 funcionam activando em certas 
condições fisiológicas, determinados conjuntos de genes. Estes factores podem ser 
divididos em 3 categorias: i) resposta a stresses vários, ii) diferenciação celular e 
desenvolvimento, iii) e metabolismo auxiliar. Alguns exemplos incluem 
R 
em 
Streptomyces coelicolor, que é activado em resposta a stresse oxidativo. Outro exemplo, 
directamente relacionado com a temática deste trabalho, diz respeito a B. subtilis onde 








, que controlam o processo de 
diferenciação de endósporos (NB: a designação esporo será daqui mediante utilizada para 
efeitos de simplificação) (106).  
 B. subtilis parece ter pelo menos 17 factores sigma, 5 dos quais não têm uma função 
conhecida (59, 86). Com excepção do factor 
L
 que é do tipo 
54
, todos os demais 
pertencem à família 
70
 (7, 59) 
1.3. Factores anti-sigma  
 
O texto acima identifica a existência de múltiplos factores sigma como elementos 
centrais no estabelecimento da expressão génica diferencial. Por sua vez a actividade dos 
factores pode ser regulada especificamente pela acção de proteínas regulatórias 
designadas por factores anti-sigma (66). Estas são proteínas que interagem com os factores 
sigma e impedem que estes promovam a transcrição de genes a partir dos promotores que 
deles dependem. Nem todos funcionam da mesma forma. Existem anti- que ligam 
directamente ao  correspondente, inibindo a sua ligação à região do promotor no DNA e 
impedindo que o posicionamento produtivo da RNAP no promotor. Este tipo de factor anti-
 liga normalmente à região 4 do factor fig. 1) impedindo o reconhecimento da região -
35 do promotor (66). Em alguns casos estes anti-sigmas possibilitam o direccionamento da 
RNAP para promotores com um motivo -10 estendido (nos quais o elemento -35 está 
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ausente ou é dispensável). Um exemplo é o anti-sigma AsiA, que liga ao factor 
70
 de E. 
coli (62, 66). Outros factores anti-sigma interferem com a ligação do ao núcleo da RNAP. 
Estes anti-sigmas ligam normalmente ao  em regiões que estão envolvidas no contacto 
com a RNAP, principalmente com a sub-unidade ´ (163). Outros ainda poderão utilizar 
vários destes mecanismos inibitórios. Um exemplo é FlgM que serve como anti-sigma para 
o factor 
28
 de Salmonella typhimurium, por sua vez envolvido na morfogénese do flagelo 
(66, 87). 
 Os factores sigma de função extracitoplasmática (ECF) actuam em resposta a sinais 
do meio extracelular. Os genes para estes factores sigma são normalmente co-transcritos 
com genes que codificam para reguladores negativos, anti-que possuem um domínio 
extracelular que permite receber sinais externos e um domínio intracelular que funciona 
como anti-Os dois domínios do factor anti-são separados por um segmento 
transmembranar. O domínio intracelular mantém o factor inactivo, associado à membrana 
(162). A interacção de uma molécula sinalizadora com o domínio extracelular inicia uma 
cascata de sinalização que resulta na inactivação do domínio intracelular, libertando o 
factor que pode então activar a expressão de um regulão de resposta ao sinal original (66). 
 Esta dissertação centra-se no estudo da regulação negativa exercida por dois 
factores anti-sigma, YabK (16) e CsfB (24, 75), na actividade de alguns dos factores sigma 
envolvidos na esporulação de B. subtilis. 
1.4. B. subtilis, organismo modelo. 
 
 Desde a segunda metade do século XIX que são estudadas bactérias formadoras de 
esporos. Tyndall, Cohn e Koch demonstraram a sua existência independentemente (103). 
A capacidade de resistência dos esporos permite-lhes a sobrevivência em ambientes 
extremos de impensável existência de vida. São a forma celular mais resistente conhecida e 
a compreensão dos mecanismos de diferenciação celular, e daqueles responsáveis pela 
extrema resistência dos esporos, tem sido uma das motivações dos estudos intensos que se 
incidem sobre os organismos endoesporulantes desde há mais de um século (103) (NB: 
apenas os endósporos apresentam características de resistência a valores extremos de 
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factores físico-químicos: outros tipos de esporos bacterianos, como os mixoesporos 
formados por bactérias do género Myxococcus, ou os exósporos de Streptomyces, ficam 
fora desta discussão).  
 São exemplo de organismos (endo)esporulantes as bactérias gram positivas de baixo 
conteúdo G/C do filo Firmicutes. Este grupo inclui organismos que populam uma ampla 
diversidade de habitats, incluindo heterotróficos aeróbios (Bacillus spp.), halófilos 
(Sporosarcina halophil), fermentadores de lactato microaerofílicos (Sporolactobacillus 
spp.), anaeróbios (Clostridium spp.), redutores de sulfato (Desulfotomaculum spp.), e 
fototróficos (Heliobacterium e Heliophilum spp.). No entanto, os organismos mais 
estudados pertencem aos géneros Bacillus e Clostridium. E de entre estes, é em B. subtilis 
168 e derivados que se tem concentrado maioritariamente a investigação, em parte devido à 
existência de sofisticadas ferramentas genéticas para a sua manipulação (103). Em 1997 a 
sequenciação do genoma da estirpe B. subtilis 168 (86), por um consórcio Europeu e 
Japonês, permitiu fechar uma lacuna na genómica e abrir as portas, mediante abordagens 
experimentais novas, a um novo fôlego nos estudos em B. subtilis, e à análise funcional de 
um grupo mais vasto de bactérias gram positivas (56, 149).  
 
Figura 2 – Esporos de B. subtilis. (A) cultura de B. subtilis numa fase tardia do processo de esporulação. 
Verifica-se a existência de esporos livres e outros ainda contidos na célula-mãe. (B) Secção transversal fina de 
um esporo de B. subtilis, observado por microscopia electrónica de transmissão. As principais estruturas do 
esporo estão indicadas: Núcleo (Cr, core), córtex (Cx, cortex), manto interno (Ic, inner coat), e manto externo 
(Oc, outer coat). A barra representa 1 µm no painel A e 0.2 µm no painel B. 
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1.5. Esporulação de B. subtilis e factores sigma específicos  
 
 B. subtilis é induzido a diferenciar-se em esporos quando está presente num meio 
deficitário em carbono, azoto e em algumas circunstâncias fósforo (117). Além destes 
défices, a densidade celular é um requisito para a esporulação, sendo necessário densidade 
elevada (38). O início do processo de esporulação resulta da activação do factor de 
transcrição Spo0A, que regula, activando ou reprimindo directamente 121 genes, entre eles 
alguns essenciais à esporulação. A nível morfológico, a ocorrência de uma divisão 
polar/assimétrica marca o início da esporulação (fig. 3) (100, 117). A divisão assimétrica 
resulta assim na formação de duas células diferentes, na qual uma é mais pequena que 
outra. O esporo desenvolve-se a partir da pequena, pré-esporo. A célula maior, célula-mãe, 
essencial ao desenvolvimento do esporo, lisa no final do processo para libertar o esporo 
maduro (117). No laboratório, o processo de diferenciação até ao aparecimento de esporos 
livres demora cerca de 7-8 horas a 37 °C (61).  
 O processo de esporulação foi definido em estágios morfológicos por Roman e 
Ryter (61, 129). Antes do início da esporulação a célula está no estado vegetativo pelo que 
foi nomeado como estagio 0 (fig. 3). Durante este período há a formação de um filamento 
axial de cromatina onde duas cópias do cromossoma condensam e alongam ao longo do 
comprimento da célula, estágio I (10, 13, 159). Seguidamente ocorre a divisão polar com a 
formação de duas células de desigual tamanho, célula-mãe e pré-esporo. A formação do 
septo assimétrico define o estágio II (fig. 3). Nesta fase apenas 1/3 do cromossoma 
centrado na região de iniciação de replicação (ou oriC) reside no pré-esporo. Muito 
rapidamente, o restante é transferido para o pré-esporo por uma translocase de DNA, a 
proteína SpoIIIE (8, 158). Neste momento o resultado são duas células de volumes 
diferentes mas com o mesmo genoma. O septo é construído por duas membranas e 
peptidoglicano (PG). Após a conclusão do processo de segregação do cromossoma para o 
pré-esporo o PG do septo é hidrolisado, e as membranas migram pelos dois lados do pré-
esporo envolvendo-o, e acabando por fundir no polo mais próximo. Este acontecimento dá 
origem a um protoplasto no interior da célula-mãe e é designado como estágio III (fig. 3) 
(114). A partir desta fase o desenvolvimento do esporo traduz-se principalmente na 
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formação das suas estruturas periféricas de protecção. Numa primeira fase, ocorre a 
deposição de duas camadas de PG entre as duas membranas do pré-esporo. Estas são a 
parede primordial de germinação (que forma a parede da célula que emerge após a 
germinação do esporo) e o córtex (uma estrutura essencial para a resistência ao calor). A 
síntese destas camadas define o estágio IV (fig. 3). A este segue-se mais uma fase de 
deposição de uma estrutura complexa de proteínas denominada manto, estágio V (fig. 3) 
(60). Segue-se um período de maturação (estágio VI), onde as propriedades de resistência à 
radiação UV e a temperaturas elevadas se desenvolvem (61, 103). Por último, no estágio 
VII, decorre a lise da célula-mãe e o esporo é libertado no meio circundante (fig. 3) (61). 
Durante este processo há diferentes genes a serem transcritos, que na esporulação são em 
geral designados inicialmente por spo, seguido do estágio no qual o mutante para o referido 
gene se encontra bloqueado e a letra distinguível, como por exemplo, spoIIA (61, 115). 
Embora ambas as células contenham o mesmo genoma a expressão génica é distinta entre 





activados após a formação do septo no pré-esporo e na célula-mãe, respectivamente. Nas 




 são os últimos factores sigma a ficarem activos 
no pré-esporo e na célula-mãe, respectivamente (38, 61, 117).  






 é o primeiro factor sigma a ficar activo no pré-esporo (117), e é codificado por 
sigF, o terceiro cistrão de um operão (spoIIA), transcrito pela polimerase contendo 
H
, 
assistida por Spo0A (156, 157). Consequentemente, o factor 
F
 é produzido na célula pré-
divisional, sendo mantido numa forma inactiva pelo anti-sigma SpoIIAB, o qual é 
codificado pelo segundo cistrão do operão (51, 116). SpoIIAB liga directamente a 
F
 e 
impede que este ligue à RNAP (135). 
F 
só fica activo após a divisão assimétrica (51, 61). 
O primeiro cistrão do operão spoIIA codifica para SpoIIAA, cuja função é antogonizar 
SpoIIAB, actuando assim como um anti-anti-sigma (31). São necessárias duas moléculas de 
SpoIIAB para ligar a 
F
. O complexo SpoIIAB2-
F
 é inactivo transcricionalmente, sendo 




que pode então ligar ao núcleo catalítico da polimerase de RNA (67, 117). No entanto, na 
presença de ATP, SpoIIAB funciona como cinase capaz de fosforilar SpoIIAA, tornando-o 
inactivo e formando um complexo dead-end. Este efeito decorre da estabilidade elevada do 
complexo SpoIIAA-SpoIIAB-ADP (67). SpoIIE, que localiza na membrana do septo 
assimétrico é a fosfatase capaz de desfosforilar SpoIIAA permitindo a activação de 
F 
(67). 
SpoIIE é codificado pelo gene spoIIE, cuja transcrição se dá na célula pré-divisional sob o 
controlo de Spo0A e da forma da polimerase contendo 
A
 (80). Pensa-se que SpoIIE leve à 
desfosforilação de SpoIIAA preferencialmente no pré-esporo, porque a sua acção é inibida 
na célula mãe, ou porque a sua acumulação ocorre preferencialmente no pré-esporo (44, 
61). Além do seu papel na desfosoforilação de SpoIIAA tem sido sugerido que SpoIIE 
também participa na activação de 
F
 monitorizando o estado de formação do septo 
assimétrico (20). Existem outros dois factores que contribuem para a activação de 
F
 no 
pré-esporo. Um deles é o facto de SpoIIAB quando está livre, não complexado com 
F
 ou 
SpoIIAA, ser um substrato para a protéase ClpCP (109). Por outro lado, quando se dá a 
divisão assimétrica uma das cópias do cromossoma (a que irá para o pré-esporo) fica 
interceptada pelo septo pelo que apenas está disponível no pré-esporo cerca de 30 % do 
cromossoma (8, 158, 160). O operão spoIIA, que fica localizado longe da origem, encontra-
se nesta fase na célula mãe (38, 61, 128). Desta forma, devido à exclusão temporária de 
spoIIAB do pré-esporo, e à concomitante degradação de SpoIIAB no pré-esporo as 
concentração de 
F
, SpoIIAB, SpoIIE e SpoIIAA desfosforilado neste compartimento 
estarão num rácio que favorece a activação de 
F 
(67).  
 Recentemente foi identificado um novo regulador da actividade de 
F
, YabK, 
necessário para a eficiente transição entre os dois sigmas activos no pré-esporo (16). yabK é 
transcrito no pré-esporo sob o controlo de 
F
 (143) e de 
G 
e parece funcionar como um 
inibidor da actividade de 
F
 mas não de 
G
 (16). A inibição da actividade de 
F
 será 
necessária para a eficiente activação do factor sigma seguinte do pré-esporo, 
G
. Na 
ausência de YabK observa-se um aumento da actividade do factor 
F
 e uma consequente 
diminuição na actividade do factor 
G
. Este efeito leva a uma diminuição na eficiência de 
esporulação (16). YabK parece assim promover a transição entre as fases precoces (anterior 
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à conclusão do processo de envolvimento) e tardia (com início após a conclusão do 
processo de envolvimento) da expressão génica no pré-esporo, e esta transição é essencial 
para a eficiência da esporulação. A função de yabK durante a esporulação é uma das 
questões abordadas neste trabalho.  
Figura 3 - Os ciclos vegetativo e de esporulação/germinação de B. subtilis. A figura representa os estágios 
vegetativos e de esporulação, com enfâse neste último. A partir de uma célula vegetativa (estágio 0) a 
esporulação inicia-se com a formação do filamento axial (estágio I) e logo após com a ocorrência de uma 
divisão assimétrica (perto de um dos polos) (estágio II). Esta divisão dá origem a dois compartimentos de 
diferentes tamanhos, o pré-esporo e a célula-mãe de maiores dimensões. No esporângio pré-divisional os 




 e Spo0A. Após a divisão assimétrica, 
F
 é activado no pré-
esporo e 
E
 é activado na célula-mãe. O envolvimento (estágio II-III), um processo com semelhanças à 




 são activados no pré-esporo e na célula-mãe, 
respectivamente. Neste momento o pré-esporo é um protoplasto livre e isolado dentro da célula-mãe, 
envolvido por duas membranas derivadas do septo assimétrico. A partir deste estágio tem lugar os passos 
finais da morfogénese das camadas protectoras do esporor. Nos estágios IV e V processa-se a deposição do 
córtex e o do manto, respectivamente. De seguida, o esporo sofre um processo de maturação (estágio VI) e 
finalmente a célula-mãe, por um mecanismo de morte celular programada, lisa libertando o esporo no meio 




 A activação do factor 
F
 leva à activação do factor 
E
 na célula mãe (spoIIR) (76, 
92) e à expressão até 66 genes e operões no pré-esporo (143). Os genes expressos sob o 
controlo do factor 
F
 codificam para proteínas com funções diversificadas durante a 
esporulação, desde envolvidas no processo de envolvimento do pré-esporo pela célula mãe 
(spoIIQ) (91, 147), no processo de germinação (gerAABC), na produção do factor sigma 
tardio 
G
 (sigG) (145, 146) e na regulação do factor 
K
 (que substitui 
E
 em fases tardias 
do desenvolvimento na célula-mãe; spoIVB) (52). O regulão 
F
 inclui também um factor de 
transcricional, rsfA, mas este não tem grande impacto na expressão génica dependente de 

F
 (61, 73). 








 é sintetizado antes da formação do septo assimétrico (79). sigE, o 
segundo cistrão do operão spoIIG, codifica para 
E
, e é transcrito pela forma da polimerase 
contendo 
A
 com a assistência de Spo0A (79). 
E
 é sintetizado na forma de uma pré-
proteina inactiva, pró-
E
 (69, 72). A extensão N-terminal de pró-
E
 é removida por 
proteólise para que 
E





 dirige a proteína para a membrana (71), onde a enzima responsável pelo 
seu processamento se localiza, SpoIIGA (43). spoIIGA é o primeiro cistrão do operão 
spoIIG e por isso é também expresso na célula pré-divisional (79). A activação de SpoIIGA 
depende da acção de uma proteína sintetizado no pré-esporo, SpoIIR, e excretada para o 
espaço intermembranar do septo. SpoIIR deverá interagir com SpoIIGA activando a 
protease, resultando no processamento de pró-
E




 A activação específica de 
E
 na célula-mãe resulta da acção concertada de três 
mecanismos: proteólise de pró-
E
 no pré-esporo (118), presença de um anti-sigma, CsfB, 
capaz de inibir baixos níveis de 
E
 que possam acumular indevidamente no pré-esporo 
(23), e ao aumento da síntese de pró-
E
 na célula-mãe (48). 
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 A expressão génica dependente de 
E
 é modelada por os dois factores 
transcricionais SpoIIID e GerR. Estes factores são importantes para a regulação de genes do 
regulão 
E
. SpoIIID actua como activador da transcrição de alguns genes 
E
 dependentes e 
como inibidor na transcrição de outros genes do mesmo regulão. Pelo contrário, GerR, tem 
uma acção negativa sob alguns dos genes do regulão 
E
. Sugere-se que esta rede regulatória 
seja essencial para a correcta morfogénese do esporo (19, 36).   
 Prevenir a divisão assimétrica na célula-mãe, permitir o envolvimento do pré-esporo 
(spoIID, spoIIP, spoIIM), iniciar a montagem do manto (spoIVA, spoVID, cotE) (19, 36), e 
transcrever o gene que codifica para o último factor sigma na esporulação, 
K
, são algumas 
das principais funções do regulão 
E 
(61).   
1.8. Regulação da síntese e da activação do factor 
G 




 fica activo após o envolvimento e é o terceiro factor sigma na esporulação, 
activo no pré-esporo (fig. 3) (51, 74). A expressão génica dependente de 
G
 é regulada no 
pré-esporo a dois níveis: expressão do gene sigG, que codifica para 
G
, e sua activação. 
sigG é co-transcrito com o operão spoIIG, e consequentemente  transcrito na célula pré-
divisional (94, 145). No entanto este RNA mensageiro não leva à produção de 
G
, devido 
ao facto deste RNA longo formar uma estrutura secundária que sequestra o RBS 
(ribossome binding site) do gene sigG, bloqueando a sua tradução (94). A acumulação de 

G
 depende então de um promotor localizado na região intergénica sigE-sigG, o qual é 
reconhecido por 
F
 (145). Uma vez que o promotor de sigG é dependente de 
F
, o factor 
G 
acumula principalmente no pré-esporo (46, 74, 93).  
A transcrição a partir do promotor do gene sigG é atrasada quando comparada com 
a expressão de outros genes dependentes de 
F
 (61, 77). Este atraso poderá ser causado 
pelo facto da expressão a partir deste promotor ser dependente de um outro gene do regulão 

F
, spoIIQ, e da actividade de 
E
 na célula-mãe (110, 147). No entanto o sinal gerado na 
célula-mãe necessário para a expressão de sigG no pré-esporo não é até hoje conhecido. 
Uma vez activo, 
G
 é capaz de utilizar o promotor do gene sigG, iniciado um ciclo auto-
catalítico que permite a acumulação rápida do factor sigma (61, 145). 
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Após a sua síntese no pré-esporo 
G
 é mantido num estado inactivo até à finalização 
do envolvimento pela célula mãe. São conhecidos três inibidores de 
G
: a protease LonA 
(134), e os anti-sigmas SpoIIAB (26, 78, 81, 121) e CsfB (24, 75). LonA, pertencente à 
família de proteases dependentes de ATP (21, 124), actua inibindo 
G
 em situações em que 
as células não seguem o caminho da esporulação (134, 137). Durante a esporulação LonA 
actua de modo a prevenir a activação ectópica de 
G
 na célula mãe (24, 137). SpoIIAB, o 
anti-sigma que regula 
F
, é também capaz de interagir directamente com
G
 (26, 41, 78, 
81). É importante na regulação da actividade de 
G
 em condições em que a esporulação não 
é induzida, e durante a esporulação na célula mãe (22, 138). No entanto não há evidência 
para que tenha um papel na regulação de 
G
 no pré-esporo (138). O terceiro regulador 
negativo é CsfB (ou Gin), um novo tipo de factor anti-sigma (24, 75). CsfB tem 4 cisteínas 
dispostas de uma forma conservada comparando com proteínas ortólogas, que ligam iões de 
zinco (75) que são essenciais para a sua actuação sobre 
G
 (122). CsfB combina duas 
características essenciais a um regulador capaz de inibir 
G
 no pré-esporo: liga 
especificamente a 
G
 e não a 
F
 (ao contrário do que acontece com SpoIIAB) e é produzido 
sob o controlo de 
F
 no pré-esporo (29). No entanto a literatura não é clara quanto ao papel 
de CsfB durante a esporulação: enquanto alguns autores propõem que CsfB tem uma 
função essencial na regulação de 
G
 no pré-esporo, outros sugerem que a ausência de csfB 
leva à activação desregulada de 
G
 mas apenas em células que não entraram ainda em 
esporulação (15, 24, 75). Unânime parece ser o papel de CsfB como anti-sigma capaz de 
inibir a actividade de 
E
 no pré-esporo ((23), este trabalho). Em qualquer caso, devido à 
capacidade auto-regulatória de 
G
, a acção concertada destes 3 inibidores do sigma é 
essencial para evitar a activação ectópica do mesmo (139). 
 Activação de 
G
 no pré-esporo requer o fim do envolvimento do pré-esporo pela 
célula mãe, expressão do operão spoIIIA na célula mãe, e a expressão do gene vegetativo 
spoIIIJ. A conclusão do processo de envolvimento é um requisito para a eficiente activação 
de 
G
, já que mutações que o bloqueiam previnem também a activação de 
G
, mas não 
afectam a transcrição de sigG (38, 39, 78, 136, 146). Não se sabe se a dependência é directa 
ou indirecta, mas parece improvável que os produtos dos genes necessários ao processo de 
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envolvimento (spoIID, spoIIP, spoIIM) tenham uma acção directa na actividade de 
G
 (38). 
No entanto o mecanismo que liga a activação de 
G 
à conclusão do processo de 
envolvimento não foi até hoje identificado. Do operão spoIIIA fazem parte 8 genes que são 
transcritos na célula mãe sob o controlo do factor 
E
 (68). Todos os genes spoIIIA 
codificam para proteínas membranares que junto com a proteína membranar do pré-esporo, 
SpoIIQ, formam um novo sistema de secreção (15, 95). A inserção na membrana de pelo 
menos uma das proteínas SpoIIIA, SpoIIIAE, necessita do auxílio da translocase de 
proteínas de membrana, SpoIIIJ (140). Este factor explica por si o envolvimento de SpoIIIJ, 
codificado pelo gene vegetativo spoIIIJ, na activação do 
G
 (140). O complexo SpoIIIA-
SpoIIQ estende-se pelo espaço intermembranar que separa o pré-esporo da célula mãe, 
estabelecendo um contacto directo entre o citoplasma das duas células (15, 95). 
Recentemente foi sugerido que este canal poderia funcionar como um “cordão umbilical” 
que manteria o potencial de síntese macromolecular do pré-esporo mesmo após o seu 
isolamento do meio exterior, o que seria essencial para a actividade dos factores sigma no 
pré-esporo (14, 32). 
 Após a activação de 
G
 este vai permitir a transcrição de vários genes. Existem pelo 
menos 3 classes de genes dentro do regulão 
G
: uma envolvida no processo de esporulação, 
outra na germinação e por fim na protecção do DNA contra degradação (61). As funções de 

G
 essenciais para a esporulação incluem a transcrição do seu próprio promotor, de yabK 




, dos genes spoIVB e bofC que codificam 
para proteínas que permitem a activação do último factor sigma da célula-mãe, 
K
, a 
expressão do operão spoVA que é necessário para a entrada de ácido dipicolínico da célula 
mãe para o pré-esporo, e por fim de spoVT que codifica para um regulador transcricional de 
genes dependentes de 
G 
(5, 16, 35, 40, 52, 74, 99, 145, 150, 153). As funções de 
G
 na 
germinação incluem a transcrição dos operões gerA e gerB que codificam para receptores 
de compostos germinativos, e pdaA que é necessário para uma modificação única do PG do 
córtex, a acumulação de ácido murâmico na forma -lactâmica (49, 107, 108). Por fim a 
protecção do DNA envolve a transcrição dos genes splB (protecção contra UV), yqfS 
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(endonuclease), e os genes ssp que codificam SASPs (pequenas proteínas ácidas solúveis), 
proteínas dominantes no núcleo do esporo (42, 59, 61, 112, 130, 151).  




 O último factor sigma a ser activado na cascata de diferenciação do esporo é 
K
. O 
gene codificante para o factor pró-
K
 é interrompido por um elemento profágico (148) 
(elemento skin, de sigma K intervening sequence) que deve ser excisado para reunir as 
extremidades 5’ e 3’ do gene (38, 61, 117, 128). A excisão do elemento skin requer a 
recombinase SpoIVCA (84, 85, 119). O gene spoIVCA é transcrito sob a direcção de 
E
 
com a assistência do factor transcricional SpoIIID, e por isso a recombinação/reparação do 
gene composto codificante para 
K
 é circunscrita à célula-mãe (54, 85, 132, 133). O 
elemento skin não está presente em mais nenhum organismo esporulante com a excepção 
de Clostridium difficile
 
(61). A transcrição do gene rearranjado sigK ocorre sob o controlo 
de 
E
 e SpoIIID, e deste modo perto do final do processo de envolvimento quando SpoIIID 




 é inicialmente 
produzido sob a forma de uma pré-proteína inactiva, pro-
K
, com uma extensão N-terminal 
de 20 resíduos hidrofóbicos (82, 144), que dirige a proteína para a membrana externa do 
pré-esporo (164). O processo de activação de 
K
 está bem estudado e depende de proteínas 
codificadas tanto na célula mãe como no pré-esporo (
G
 dependentes). Da célula mãe 
provêm, codificadas pelo operão bicistrónico spoIVF, SpoIVFA e SpoIVFB e codificada 
pelo gene bofA, a proteína BofA. Todas co-localizam num complexo na membrana externa 




 (35, 53, 126, 167). Estudos mais recentes 
sugerem que no complexo, BofA é um inibidor da metalo-protease SpoIVFB, responsável 
pelo processamento de pró-
K
, e SpoIVFA é a proteína que medeia o contacto entre 
SpoIVFB e BofA (35, 126, 167). No pré-esporo é produzida uma protease de serina, 
SpoIVB (27, 52), que é necessária à activação da protease SpoIVFB (35). Embora SpoIVB 
seja produzida no pré-esporo é posteriormente excretada para o espaço intermembranar, 
onde depois contacta com o complexo SpoIVFA/SpoIVFB/BofA (126). SpoIVB promove 





 (18, 168). Como a síntese de SpoIVB é maioritariamente 
dependente de 
G
, a activação de 
K
 só ocorre após a conclusão do processo de 
envolvimento do pré-esporo pela célula mãe. Uma segunda protéase de serina, CtpB, 
sintetizada em ambos os compartimentos da célula em desenvolvimento, é indispensável 
para a activação no tempo certo de 
K
. CtpB tem igualmente uma actividade proteolítica 
sobre SpoIVFA. SpoIVB é também capaz de proteolisar CtpB, mas este corte não é 
necessário para correcta activação de 
K
 (18). Supõe-se assim que SpoIVB e CtpB façam 
parte de uma cadeia catalítica que intervém na activação de SpoIVFB mediante a 
degradação de SpoIVFA (18).  
 O factor 
K
 dirige a expresão de genes envolvidos nos passos finais da morfogénese 
do córtex e do manto do esporo, incluindo genes necessários para a germinação do esporo e 
para a autólise da célula mãe (61). O regulão 
K
 inclui também um factor trascricional, 
gerE. GerE é necessário para a repressão da expressão de alguns genes assim como para a 
activação de outros genes deste regulão (166). Esporos produzidos na ausência de GerE não 
germinam eficientemente (98). 
1.10. OBJECTIVOS  
 
 Este estudo debruçou-se sobre o papel de duas proteínas regulatórias, YabK e CsfB, 
durante a esporulação. CsfB é um factor anti-sigma recentemente identificado capaz de 




 no pré-esporo (23, 24, 75). Uma análise bioinformática revelou a 
existência de um segundo gene, yabK, que codifica para uma proteína com alguma 
semelhança com CsfB. Tal como CsfB (64 aminoácidos e 7.3 kDa) (24, 75), YabK é uma 
proteína pequena (76 aminoácidos, ou 8.8 kDa) (16). Além disso, ambas as proteínas 
possuem 4 cisteínas dispostas num motivo de ligação de Zn
2+
. Exibem ainda duas tirosinas 
conservadas, a jusante do motivo definido pelas 4 cisteínas, conservadas e essenciais para 
função (16). Tal como csfB, o gene yabK é transcrito no pré-esporo sob o comando de 
F
 
(143). Resultados preliminares indicam contudo que CsfB desaparece do pré-esporo em 
fases tardias do desenvolvimento, passando a acumular na célula mãe. O significado 
biológico desta observação não é conhecido. Também não se sabe se o mesmo fenómeno 
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de transição pré-esporo-célula mãe se passa com YabK. Este trabalho incidiu sobre a 
análise da função funcional do gene yabK durante a esporulação e sobre os mecanismos que 
possibilitam a acumulação tardia de CsfB na célula mãe. Os objectivos deste trabalho 
foram assim definidos: 
1. Estudo do padrão temporal e espacial da expressão de yabK durante a 
esporulação. Utilizámos para tal uma fusão transcricional do gene repórter yfp 
ao promotor do gene yabK; 
2. Caracterização funcional de um mutante yabK; 
3. Estudo da possível redundância entre YabK e CsfB durante a esporulação; 
4. Teste da interacção directa entre YabK e CsfB com os factores sigma que 
controlam a esporulação recorrendo ao sistema de dois híbridos (yeast two 
hybrid). 
5. Estudo da expressão tardia de CsfB na célula mãe recorrendo à construção de 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
2.1. Técnicas microbiológicas  
2.1.1. Estirpes bacterianas, condições de crescimento e técnicas gerais 
 
 A estirpe de E. coli DH5 foi utilizada neste trabalho enquanto hospedeiro para 
clonagem molecular. Todas as estirpes de B. subtilis utilizadas neste trabalho são 
congénicas com a estirpe Spo
+
 MB24 (trpC2 metC3), e encontram-se descritas na secção de 
anexos (tabela 8). Foram também utilizadas estirpes da levedura Saccharomyces cerevisae 
(ver a tabela 9) para a análise de interacções proteína-proteína num sistema de dois híbridos 
(Yeast two-hybrid). 
 Todas as espécies bacterianas foram mantidas e propagadas em meio de Luria 
Bertani (LB), cuja composição é indicada na tabela 1 (anexos). Quando necessário, para 
manter ou seleccionar plasmídeos replicativos ou integracionais, foram adicionados 
antibióticos aos meios, em concentrações definidas na tabela 2 (anexos). As espécies de 
levedura foram propagadas e mantidas em meio Yeast Peptone Dextrose (YPD, tabela 1, 
anexos). Para a selecção de transformantes de Saccharomyces cerevisae foi utilizado o 
meio mínimo Synthetic Dextrose (SD) suplementado por adição de diferentes aminoácidos 
para as concentrações indicadas na tabela 1 (ver em anexos).  
Todos os meios de crescimento foram autoclavados a 120 °C durante 20 minutos e 
mantidos à temperatura ambiente (TA) por períodos não superiores a duas semanas. Todas 
as demais soluções utilizadas neste estudo encontram-se descritas na tabela 4 (anexos).    
2.1.2. Indução da esporulação 
 
A esporulação das estirpes de B. subtilis foi induzida por crescimento e exaustão de 
nutrientes em Difco Sporulation Medium (DSM). O início da esporulação ou T0 (“tempo 
zero”), é definido como o final da fase exponencial de crescimento e início da fase 
estacionária. Para definir o T0 é realizada uma curva de crescimento através da medição da 
densidade óptica (DO) a 600 nm a intervalos de 30 min. 
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2.1.3. Determinação da eficiência da esporulação 
 
A partir de um pré-inóculo crescido em LB a 37 °C durante 6 horas a 180 rpm, 
foram inoculados 10 ml de DSM suplementado (ver acima) para uma DO600 aproximada de 
0.05. A cultura foi incubada com agitação de 150 rpm a 37 °C. Dezoito horas após o T0, 
foram realizadas diluições seriadas até 10
-6







 em caixas de LB agar para a determinação do título de células 
viáveis. Os tubos das diluições originais apropriadas, estimadas por observação das culturas 
em microscopia de contraste de fase
1
, foram de seguida incubados durante 20 minutos a 80 
°C. Foram plaqueados 100 μl de cada diluição em caixas de LB agar e estas incubadas 
durante a noite a 37 °C. A percentagem de esporulação é calculada como a razão entre o 
número de unidades formadoras de colónias (UFC/ml) resistentes ao calor e o número de 
UFC/ml viáveis, multiplicado por 100.  
2.1.4. Microscopia óptica de contraste de fase e de fluorescência 
 
Foram recolhidas amostras de 1 ml de culturas de B. subtilis, e estas foram 
centrifugadas durante 2 min a 4700 g. O sedimento celular foi ressuspenso em 200 μl de 
tampão PBS (1X) e foi adicionado o corante membranar FM4-64 (Molecular Probes) para 
uma concentração final de 10 µg ml
−1
. Foram preparadas lâminas de microscopia com uma 
película de agarose (1.7%) e sobre esta foram aplicados 3 μl da suspensão celular. As 
amostras foram então visualizadas num microscópio óptico equipado com óptica de 
contraste de fase e de fluorescência (Leica DM6000B) e com uma câmara digital arrefecida 
iXonEM+ 885 (Andor Technology, Connecticut, USA). As imagens de contraste de fase e 
de fluorescência foram obtidas com filtros standard para a GFP e para FM4-64, a uma 
ampliação de 1600X. Para o processamento das imagens foi usado o programa Metamorph 
(Molecular devices, Berks, UK) e Adobe Photoshop CS versão 8.0 (Adobe Systems 
Incorporated). 
                                                        
 
1 A observação de esporos refrácteis num campo do microscópio, corresponde normalmente a um título de 
esporos resistentes ao calor de 10
5
. 
MATERIAIS E MÉTODOS 
 21 
2.2. Técnicas gerais de genética microbiana e de biologia molecular  
2.2.2. Extracção de DNA plasmídico em pequena escala 
 
As estirpes ou colónias de transformantes de E. coli a analisar para a presença de 
plasmídeos e/ou para investigar a sua estrutura física, foram inoculadas em 5 ml de meio 
líquido LB, e as culturas incubadas durante a noite com uma agitação de 100-120 rpm a 37 
°C. No dia seguinte, as células em 2 ml de cultura foram colhidas por centrifugação numa 
microcentrífuga (5 min a 13000 rpm, e à TA). O sedimento foi ressuspenso numa solução 
de STET (360 µl), lisozima (24 µl) e RNAase A (10µl), e incubado a 37 °C durante 15 
minutos. A suspensão foi então fervida durante 1 minuto e centrifugada a 13000 rpm (numa 
microcentrífuga), durante 15 min à TA. Com uma ansa estéril, foi retirado o sedimento e 
foram adicionados 280 μl de isopropanol ao sobrenadante, após o que a mistura foi 
centrifugada durante 30 min 13000 rpm (numa microcentrífuga) e a 4 °C. O sobrenadante 
foi descartado e o sedimento lavado com etanol a 80%. Após a lavagem, o sedimento foi 
deixado a secar ao ar. Por fim, o DNA plasmídico foi ressuspenso em 20 μl de ddH2O 
autoclavada e guardado a -20 °C, se necessário, até ser utilizado. 
2.2.3. Extracção e purificação de DNA plasmídico por troca iónica  
 
Este processo foi feito com recurso ao sistema QIAprep Spin (QIAGEN) de acordo 
com o protocolo disponibilizado pelo fabricante. O método baseia-se na lise alcalina das 
células e na adsorção do DNA, na presença de sal, a uma matriz de sílica imobilizada numa 
coluna. Esta metodologia foi utilizada em experiências de transformação genética, 
clonagem e sequenciação de DNA, onde o grau de pureza, a qualidade e a concentração do 
material final obtido é importante.  
2.2.4. A competência  
 
A competência é a capacidade das células bacterianas ligarem e adquirirem DNA 
exógeno. B. subtilis é naturalmente competente. Esta característica pode ser artificializada 
para espécies que não são naturalmente competentes, como E. coli. Um método muito 
utilizado consiste no seu tratamento pelo CaCl2. 
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2.2.5. Preparação de células competentes de E. coli pelo método do CaCl2 
 
Uma colónia isolada de E. coli DH5 foi inoculada em 5 ml de meio líquido LB, e 
incubada durante a noite com uma agitação orbital de 120 rpm a 37 °C. Após o c 
crescimento a cultura foi diluída 1:50 em LB e incubada a 37 °C, com agitação orbital de 
150 rpm até uma DO600nm de 0.6. As células foram então colhidas por centrifugação a 4700 
g no rotor JA-14 (Beckam), durante 5 minutos a 4 °C. O sedimento celular foi lavado com 
uma solução de 0,1 M CaCl2 mantida a 4 °C (1/2 do volume inicial de cultura). A 
suspensão celular foi então mantida no gelo durante cerca de 2 horas e de novo 
centrifugada a 4700 g durante 5 min a 4 °C. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento 
foi ressuspenso em 0,1 M CaCl2 (6% do volume inicial da cultura) contendo 15% de 
glicerol. Foram feitas alíquotas de 200 μl e estas foram mantidas a -80 ºC até à sua 
utilização. 
2.2.6. Transformação de células competentes de E. coli por choque térmico 
 
A uma alíquota de células competentes (ver acima) foram adicionados 10 μl de uma 
mistura de ligação ou 1μl de um plasmídeo purificado. A mistura foi incubada no gelo um 
mínimo de 30 minutos, após o que foi rapidamente transferida para um banho a 42 °C 
durante 90 segundos, e de novo mantido no gelo, por 2 minutos. Foi de seguida adicionado 
1 ml de LB a 37 °C, e a suspensão celular foi incubada um mínimo de 1 hora a 37 °C com 
agitação de 180 rpm. 
As células foram então colhidas por centrifugação durante 2 minutos a 3500 g, à 
TA. Foi retirado 1 ml do sobrenadante, e o sedimento foi ressuspenso no restante volume 
da suspensão original. As células foram plaqueadas em caixas de meio LB suplementado 
com os antibióticos necessários à concentração selectiva (ver a tabela 2, nos Anexos). As 
caixas foram incubadas a 37 °C durante a noite.  
2.2.7. Extracção de DNA genómico total de B. subtilis 
 
Uma colónia de B. subtilis foi inoculada em 5 ml de meio líquido LB, e a cultura foi 
incubada durante a noite com uma agitação orbital de 100-120 rpm, a 37 °C. As células 
foram colhidas por centrifugação a 13000 rpm, numa microcentrífuga, durante 5 min à TA. 
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O sobrenadante foi desprezado e o sedimento foi ressuspenso em 1ml de tampão SET. 
Adicionaram-se 100 μl de lisozima e 10 μl de RNAase A, e a suspensão foi incubada 
durante 10 min, a 37 °C. Adicionaram-se então 50 μl de Sarkosyl 10% e 10 μl de proteinase 
K, e a mistura foi incubada durante 30 min, a 37 °C. Foi então adicionado 1 ml de uma 
mistura de fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (25:24:1), e a mistura agitada até se formar 
uma suspensão homogénea. De seguida, centrifugou-se a suspensão a 13000 rpm, numa 
microcentrífuga, durante 15 minutos à TA. A fase aquosa é recuperada para um novo tubo, 
sendo adicionado 1 ml de clorofórmio, e a mistura agitada até à homogeneidade. A 
suspensão é então centrifugada a 4700 g (13000 rpm numa microcentrífuga) durante 15 min 
à TA. Recupera-se a fase aquosa, contendo o DNA, sendo esta dialisada contra um excesso 
de ddH2O. No final, o DNA é mantido a 4 °C. 
2.2.8. Preparação de células competentes de B. subtilis e a sua transformação  
 
Para induzir a competência de B. subtilis, uma colónia fresca foi inoculada em 5 ml 
de meio GM1 (tabela 5, nos anexos), e incubada a 37 °C com agitação orbital de 200 rpm, 
até 90 minutos após o final da fase exponencial de crescimento. De seguida, a cultura foi 
diluída 1:4 em meio GM2 (tabela 5, anexos), e a nova cultura incubada por 2 horas a 200 
rpm e a 37 °C. Finalmente, foram transferidos 500 µl da cultura em GM2 para um novo 
tubo, e foram adicionados 5 µl de DNA a transformar. A mistura foi agitada 1 hora a 200 
rpm, a 37 °. Foram plaqueados 200 µl da mistura de transformação em caixas de LB, com 
os antibióticos adequados. As caixas foram incubadas durante a noite a 37 °C.  
2.2.9. Transformação de Saccharomyces cerevisiae  
 
A transformação de S. cerevisiae foi efectuada recorrendo a electroporação. Neste 
método, é aplicada uma descarga eléctrica a uma suspensão celular, que leva à 
permeabilização temporária da membrana e a entrada de macro-moléculas como o DNA 
(120, 154). Este processo passa por duas fases: i) a preparação de células 
electrocompetentes e ii) a electroporação. Os procedimentos usados são baseados em 
Becker & Guarante (1991) (9) e Ausubel et al (1987) (4). 
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2.2.9.1. Preparação das células electrocompetentes 
 
A estirpe a transformar foi inoculada em 500 ml de meio YPD e a cultura foi 
incubada a 30 °C com uma agitação de 250 rpm até atingir uma DO600 entre 0,30 e 0,35. A 
suspensão foi colocada em gelo durante 15 minutos para parar o crescimento. De seguida as 
células foram colhidas por centrifugação a 4000 g, durante 5 minutos a 4 °C, e ressuspensas 
em 80 ml de ddH2O estéril. Foram adicionados 10 ml de TE (10x) e 10 ml de acetato de 
lítio 1M. A mistura foi incubada a 30 °C durante 45 minutos com agitação orbital (85 rpm). 
Foram adicionados 2.5 ml de uma solução 1M de DTT, e a mistura incubada por mais 15 
minutos nas mesmas condições. Foi adicionada ddH2O autoclavada a 4 °C, até perfazer 500 
ml e a mistura foi centrifugada como anteriormente. O sobrenadante foi retirado e o 
sedimento foi ressuspenso em 50 ml de ddH2O (a 4 °C) utilizando um agitador de vórtex. O 
volume foi elevado até aos 500 ml com ddH2O estéril a 4 °C e as células de novo colhidas 
por centrifugação (como anteriormente). O sedimento celular foi ressuspenso em 25 ml de 
uma solução 1M, autoclavada, de sorbitol a 4 °C, e a mistura foi de novo centrifugada 
como acima. Por fim, o sedimento celular foi ressuspenso em 500 μl sorbitol (1M, a 4 °C). 
A suspensão celular é guardada no gelo e a electroporação é feita logo após. Em todos os 
passos deste protocolo, as células devem ser mantidas no gelo.    
2.2.9.2. Electroporação e transformação 
 
Para cada transformação, foi preparado um tubo Falcon contendo 1 ml de uma 
solução 1M sorbitol, autoclavada, e um tubo de 1,5 ml contendo 5 μl do DNA a transformar 
(dialisado). Ambos os tubos, juntamente com uma cuvete de electroporação de 0,2 cm, 
foram mantidos no gelo. Foram então adicionados 40 µl de células aos tubos contendo o 
DNA; a mistura foi agitada suavemente e incubada no gelo durante 5 minutos. A suspensão 
foi de seguida colocada na cuvete e sujeita a electroporação nas seguintes condições: 
C = 25 μF; PC = 200 ohm; V = 1,5 kV 
Imediatamente após a electroporação, foi adicionado 1 ml de 1M sorbitol 
autoclavado, e as células ressuspensas suavemente. Foram plaqueados 200 μl por cada 
caixa de meio selectivo e estas incubadas durante 48-72 horas a 30 °C. 
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2.2.9.3. Conjugação  
 
Para realizar a conjugação de leveduras é necessário que as células intervenientes 
sejam de tipos diferentes, MATa e MAT. Cada um destes tipos de células produz 
feromonas de acasalamento diferentes, a e respectivamente, que promovem a fusão das 
células durante a conjugação. Estas feromonas são reconhecidas por receptores específicos 
na membrana da levedura (70).   
Figura 4 - Esquema exemplificativo do protocolo de conjugação. Cada circunferência representa uma 
caixa de Petri. As cores variam para diferenciar os meios: a cor salmão, III, representa o único meio não 
selectivo; a cor cinza (Meio IV), representa o meio selectivo para clones resultantes da conjugação entre A e 
B. A terminologia no nome dos clones é apenas ilustrativa. Os círculos representam colónias isoladas e as 
linhas representam riscados de células. 
  
 Após obter transformantes de leveduras MATa e MAT como descrito no 
protocolo anterior, as colónias transformadas foram repicadas (I, fig. 4). As caixas foram 
incubadas durante 48-72 horas a 30 °C, após o que as colónias foram de novo repicadas 
para caixas de meio selectivo, num padrão em linha (uma linha para cada colónia; II, Fig. 
4). As caixas foram incubadas durante 48-72 horas a 30 °C. Após o crescimento foram 
feitas réplicas das duas linhas diferentes de levedura, para a mesma caixa de meio não 
selectivo. A réplica é feita de modo a que as duas linhas formem um ângulo de 90° uma em 
relação à outra (III, Fig. 4). As caixas são incubadas 48-72 horas, e depois as células 
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(englobando as duas linhas iniciais) são repicadas para meio selectivo e incubadas a 30 °C 
durante 48-72 horas. Os conjugantes são isolados nos locais de intercepção das duas linhas 
celulares (IV, Fig. 4).  
2.2.10. Reacção em cadeia da polimerase do DNA (PCR) 
 
Esta técnica recorre a uma polimerase do DNA termo-estável e de elevada 
fidelidade, a um DNA molde, e oligonucleotídeos iniciadores para, na presença de  
desoxirribonucleótideos (dNTPs), amplificar exponencialmente uma região específica do 
DNA molde. Os iniciadores são sequências de DNA que hibridam com o DNA e definem 
os limites de região a amplificar. A amplificação exponencial é possível devido à existência 
de vários ciclos repetitivos de 3 etapas, desnaturação (abertura da cadeia dupla de DNA), 
hibridação dos iniciadores ao DNA e extensão/polimerização pela polimerase de DNA. A 
duração e a temperatura a que decorre cada etapa, bem como o número de ciclos, variam 
consoante as enzimas utilizadas a extensão e a sequência dos iniciadores, e a quantidade 
inicial de DNA molde (131). As polimerases de DNA foram utilizadas de acordo com os 
protocolos fornecidos pelos fabricantes: Phusion
TM
, (Finnzymes, Thermo Fisher Scientific 
Inc.) e Taq, (Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc.). A polimerase Taq não tem 
capacidade de correcção de erros e por isso, apresenta uma taxa de incorporação errónea de 
nucleotídeos muito superior à Phusion (que tem actividade correctiva). Devido a esta 
diferença, a Taq foi apenas utilizada em reacções para a verificação da estrutura de 
plasmídeos ou loci cromossomais, enquanto as amplificações com o objectivo de gerar 
fragmentos para sub-clonagem foram efectuadas com a Phusion. 
2.2.11. Electroforese de ácidos nucleicos em géis de agarose 
 
Para verificar a presença de fragmentos de DNA, estes foram sujeitos a 
electroforeses em géis de 1-2% de agarose em tampão TAE 1X, dependendo da gama de 
tamanhos moleculares a resolver. Os géis foram corridos na presença de brometo de etídeo, 
a uma concentração de 0,001% (v/v). Antes da aplicação em gel, foram adicionados 5 µl de 
tampão da laranja G a cada amostra. Os géis foram corridos a uma voltagem constante de 
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100 V, e o DNA visualizado sob radiação UV de baixo comprimento de onda (205 nm). 
Soluções utilizadas descritas na tabela 3 em anexos. 
2.2.12. Manipulações enzimáticas do DNA 
 
As manipulações enzimáticas do DNA, mediante o uso de enzimas de restrição e de 
modificação foram realizadas de acordo com os métodos gerais descritos por Sambrook et 
al. (131).  
2.3. Técnicas bioquímicas 
2.3.1. Determinação da actividade da enzima -galactosidase  
 
 A enzima -galactosidase é codificada pelo gene lacZ e consegue hidrolisar o 
substrato cromogénico o-nitrophenyl--D-galactoside (ONPG). Fusões transcricionais, nas 
quais o promotor de interesse dirige a transcrição do gene lacZ no organismo sob estudo, 
permitem avaliar a transcrição a partir desse mesmo promotor, medindo a hidrólise de 
ONPG (presente em excesso) pela -galactosidase (97). Esta quantificação é apresentada 
em unidades de Miller (ver abaixo). As soluções utilizadas nestes ensaios estão 
apresentadas na tabela 6 em anexos. 
2.3.1.1. Em B. subtilis 
 
Foi feito um pré-inóculo em 5 ml de LB, a partir de colónias frescas, e este 
incubado durante a noite a 37 °C com uma agitação orbital de 80 rpm. No dia seguinte 
foram inoculados 30 ml de DSM suplementado, para uma DO600 de 0.05, e a cultura foi 
incubada a 37 °C a uma agitação orbital de 150 rpm. O crescimento foi seguido medindo a 
DO600 a intervalos de 30 minutos. Foi representado uma curva de crescimento para calcular 
o final da fase exponencial/início da fase estacionária, definido como o início da 
esporulação (T0). A partir deste ponto, foram retiradas amostras de 300 μl para tubos de 2 
ml, a intervalos de 30 minutos (ao mesmo tempo que era determinada a DO600). As células 
foram colhidas por centrifugação durante 5 minutos a 13000 rpm (numa microcentrífuga) à 
TA. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento mantido a -20 °C até ao tempo do ensaio. 
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Para o ensaio de actividade, foram adicionados ao sedimento 300 µl de tampão A e 
700 µl de tampão Z. O sedimento foi ressuspenso e de seguida foram adicionados 10 μl de 
tolueno. A suspensão foi agitada durante 10 segundos à velocidade máxima de um agitador 
de vórtex. Os tubos foram então transferidos para um banho a 28 °C e incubados 10 min 
com a tampa fechada e mais 20 min com a tampa aberta para a evaporação do tolueno. 
Foram então adicionados 200 μl de solução de ONPG, a mistura agitada durante 3 
segundos num agitador de vórtex e imediatamente transferida para um banho equilibrado a 
28 °C. Após o desenvolvimento de cor amarela nas amostras, ou após um tempo apropriado 
para o desenvolvimento de cor nas amostras de controlo positivo, a reacção foi terminada 
por adição de 500 μl 1M Na2CO3, e as amostras centrifugadas durante 5 min a 13000 rpm 
(numa microcentrífuga) à TA. O sobrenadante foi transferido para uma cuvete e foi lida a 
absorvância a 420 nm. A actividade da enzima -galactosidase foi determinada com 
recurso à equação abaixo, e expressa em unidades de Miller: 
 
Actividade da β-galactosidase = 1,000 x DO420 / (t x V x DO600)   
t- tempo de incubação 
V- volume de amostra retirado para centrifugação aquando o crescimento.  
OD600nm- A600nm de 1 ml de cultura 
2.3.1.2 Em Saccharomyces cerevisiae 
 
  Ensaio em meio líquido. Um pré-inoculo crescido durante a noite em meio 
selectivo SD a 30 °C com uma agitação orbital de 120 rpm, foi diluído 5x em 8 ml de meio 
YPD. A cultura foi incubada a 30 °C durante 3-5 horas a uma rotação orbital de 230-250 
rpm até apresentar uma DO600nm entre 0,5 e 0,8. Foram transferidos 1,5 ml de cultura para 3 
tubos e estes foram centrifugados a 13000 rpm (numa microcentrífuga), durante 30 
segundos à TA. O sobrenadante foi eliminado e o sedimento foi ressuspenso em 1 ml de 
tampão Z. De novo, o material celular foi colhido por centrifugação (como no passo 
anterior), e ressuspenso em 300 µl de tampão Z. Foram então transferidos 100 µl para um 
tubo de 1,5 ml, e este sujeito a três ciclos de imersão em azoto líquido (30-60 segundos) e 
transferência para 37 °C (também durante 30-60 segundos). Finalmente, foram adicionados 
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700 µl de tampão Z contendo -mercaptoetanol e logo após foram adicionados 160 µl de 
uma solução do substrato ONPG. Os tubos foram incubados num banho a 30 °C até se 
verificar o desenvolvimento de cor amarela, após o que foram adicionados 400 µl de uma 
solução 1 M de Na2CO3, para terminar a reacção. A mistura foi centrifugada a 13000 rpm 
numa microcentrífuga durante 10 minutos, transferida para uma cuvete de plástico e foi lida 
a absorvância do sobrenadante a 420 nm. Foi preparado um branco sem substituindo o 
material celular por tampão Z, de acordo com o protocolo acima. A actividade da enzima β-
galactosidase (expressa em unidades de Miller), foi determinada recorrendo à equação:  
 
β-galactosidase = 1,000 x OD420 / (t x V x OD600)   
t- tempo de incubação 
V- 0,1 (ml) x factor de concentração (= 5, ressuspensão em 300 µl a partir de 1,5 ml)  
OD600nm- A600nm de 1 ml de cultura 
 
Ensaio em meio sólido. Após o crescimento das estirpes de interesse em 
caixas de agar durante 2-4 dias, foi colocado por cima das colónias um pedaço circular de 
papel de filtro 3MM e este pressionado suavemente para que as colónias ficassem coladas 
ao papel. O círculo de papel foi então retirado com cuidado, e mergulhado em azoto 
líquido. Após cercas de 10s, estes foi retirado e deixado à TA até descongelar. Este passo 
foi feito um total de três vezes. Um outro pedaço circular de papel de filtro, com as mesmas 
dimensões, foi mergulhado numa solução de tampão Z contendo X-gal, e sobreposto ao 
pedaço contendo as colónias (estas viradas para cima), evitando bolhas de ar. O conjunto 
foi deixado à TA, protegido da luz, por um período de tempo definido, ou até ao 
desenvolvimento de cor azul para o controlo positivo da experiência.  
2.3.2. Determinação qualitativa da actividade enzimática da -amilase 
 
 As estirpes de B. subtilis contendo o gene codificante para a -amilase, amyE, 
intacto, têm a capacidade de degradar o amido. Não sendo essencial, este locus é muitas 
vezes utilizado para a inserção, por duplo cross-over de fusões de promotores a genes 
repórter ou de fragmentos de DNA para testes de complementação. A inserção interrompe o 
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gene amyE eliminando a produção da -amilase e resultando na incapacidade de 
degradação de amido. Como um teste rápido pra verificar inserções no locus amyE, as 
estirpes ou colónias a testar são inoculadas numa caixa de LB agar com amido. Após 
crescimento, é adicionada uma solução de iodo, corante de iodo, que forma um complexo 
de cor azul com o amido. Sendo que a -amilase é secretada, as colónias que produzem a 
enzima exibem um halo em seu redor, onde o amido foi degradado e portanto não há 
reacção com o iodo. Como o iodo tem actividade antimicrobiana, além de que a adição da 
solução de iodo às caixas pode resultar em contaminação cruzada, o teste é realizado em 
























O genoma de B. subtilis codifica para uma segunda proteína, o produto do gene 
yabK, com uma estrutura muito semelhante a CsfB, o anti-sigma capaz de inibir 
G
. O 
alinhamento entre CsfB e YabK é representado na figura 5B. Tal como CsfB, YabK é uma 
proteína pequena (76 aminoácidos, ou 8.8 kDa) com 4 cisteínas e duas tirosinas formando 
um motivo de ligação de Zn
2+
 (fig. 5B). Estudos anteriores mostraram que as cisteínas e as 
tirosinas conservadas são importantes para a função de CsfB no controlo da actividade do 
factor 
G 
durante a esporulação (75, 122). Ambas as proteínas são conservadas em 
organismos esporulantes (fig. 5B). Tal como csfB, o gene yabK é transcrito no pré-esporo 
sob o comando de 
F
 (143). Quando iniciámos este trabalho, a função de YabK durante a 
esporulação era desconhecida. A semelhança entre as duas proteínas levantou a questão se a 
sua função durante a esporulação é diferenciada ou antes redundante. Neste trabalho, a 
função de yabK durante a esporulação foi investigada em pormenor.  
3.1. A estrutura do operão yabK-mfd. 
yabK é o primeiro gene de um operão bi-cistrónico, que também inclui o gene mfd. 
Este último codifica para o factor de acoplamento transcrição/reparação complexo 
(“transcription-repair coupling factor” ou TRCF). (fig. 5A). Mfd reconhece polimerases do 
RNA que se encontram bloqueadas durante o processo de transcrição, e promove a 
dissociação do complexo polimerase/DNA/mRNA, de modo a libertar o transcrito e a 
enzima (125). Em casos em que o bloqueio da polimerase do RNA se deve a danos no 
DNA, é também a proteína Mfd a responsável pelo recrutamento da maquinaria de 
reparação do DNA (125). Este operão é ladeado por dois genes expressos durante a 
esporulação. spoVC que codifica para uma hidrolase de peptidil-tRNA (96) e spoVT que 
codifica para um regulador da expressão de genes dependentes de 
G
 (5).  
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, e formam um operão. Este operão está rodeado por dois genes que são transcritos 
também durante a esporulação, spoVC e spoVT, como indicado. esporulação. As linhas a seguir às 
designações pJB1, pJB2 e pJB4 referem-se às regiões do DNA clonadas nos plasmídeos indicados, com o 
símbolo “ () ” designando uma região do DNA removida mantendo a grelha de leitura do gene mfd. (B) A 
proteína YabK mostra-se conservada em diferentes espécies, onde se verifica também um elevado grau de 
semelhança entre ortólogos do factor anti-sigma G, CsfB. Estão representadas vários alinhamentos das 
proteínas YabK (em cima) e CsfB (em baixo) de diferentes espécies de Bacillus e outros organismos 
aparentados, selecionados. Nas sequências de aminoácidos, os resíduos idênticos ou similares em mais de 
50%, estão identificados a preto ou cinzento respectivamente. As regiões Cys-X-X-Cys (CxxC) e Tyr-X-X-
Tyr (YxxY) conservadas presentes nas famílias ortólogas YabK e CsfB estão indicadas. A figura retirada e 
mantida como a original de Camp. et al. (16). 
3.2. A transcrição do gene yabK é activada especificamente no pré-esporo  
 
De modo a verificar onde e quando era expresso o operão yabK-mfd durante a 
esporulação, foi construída uma fusão transcricional do promotor do operão ao gene que 
codifica para a proteína fluorescente amarela, yfp. Primeiro, o gene yfp (750 pb) foi 
amplificado utilizando os oligonucleotídeos iniciadores yfpD e yfpR (ver tabela 7) e como 
molde o plasmídeo pKL183 (88). O fragmento obtido foi inserido no vector pMLK83 (77) 
após digestão com EcoRI e HindIII, dando origem ao plasmídeo pJB3 (ver Fig. 5A). A 
região promotora do operão yabK-mfd (do nucleotídeo -236 até à posição -8 relativamente à 
adenina do codão de iniciação) foi amplificada por PCR com os oligonucleotídeos 




O fragmento de 242 pb obtido foi digerido com SalI e HindIII e inserido em pJB3 digerido 
com as mesmas enzimas, dando origem a pJB4. pJB4 foi usado para transformar B. subtilis 
MB24, seleccionando para transformantes resistentes à neomicina. Esperava-se que os 
transformantes resultantes do cruzamento resultassem de uma integração por cross-over 
duplo no locus não essencial amyE. Assim, os transformantes foram rastreados para um 
fenótipo Amy
-
, i.e., incapacidade de produzirem a enzima -amilase (ver material e 
métodos, 2.3.2.). Foi escolhida uma colónia Amy
- 
e a estirpe correspondente denominada 
de AH9509. Esta estirpe transporta uma fusão entre o promotor do gene yabK e o gene 
repórter yfp, inserida no locus amyE (amyE::PyabK-yfp). 
Para determinar o padrão de expressão do promotor em estudo, a acumulação de 
YFP em células da estirpe AH9509 foi seguida durante o crescimento e a esporulação em 
meio DSM (fig. 6). Verificou-se a produção de fluorescência no pré-esporo 2 horas após o 
início da esporulação (T2), coincidente com o fim da formação do septo assimétrico, e a 
consequente activação de 
F
 no pré-esporo (fig. 6, estrela, sem septo não há fluorescência). 
A fluorescência mantem-se confinada ao pré-esporo após a finalização do processo de 
envolvimento do pré-esporo pela célula mãe (T4) e até ao final do processo de esporulação 
(T6). Na Figura 6 verifica-se a ausência, nos estágios tardios da esporulação (i.e., após a 
conclusão do processo de envolvimento do pré-esporo pela célula mãe), da coloração da 
membrana do pré-esporo. Esta ausência de marcação das membranas do esporo, deve-se à 
incapacidade do corante lipofílico FM4-64 atravessar o citoplasma aquoso após a conclusão 
do processo de envolvimento (fig. 6, setas brancas). Deste modo, o corante FM4-64 permite 
monitorizar o final da sequência do envolvimento. Como a activação do factor 
G
 coincide 
com a conclusão do processo de envolvimento, o corante FM4-64 permite também definir 
com precisão a activação deste factor sigma. Em conclusão, os nossos resultados mostram 
que a expressão do operão yabk-mfd é confinada ao pré-esporo e deverá ser activada sob o 
comando de 
F
, logo após a formação do septo assimétrico. Esta observação está de acordo 
com estudos anteriores, em que foram utilizados arrays de DNA (143). As expressões de 
yabK mantêm-se após a finalização do envolvimento do pré-esporo pela célula mãe (fig. 6), 
altura em que 
G
 dirige o programa de expressão génica do pré-esporo. Os nossos 
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resultados sugerem assim que a expressão do gene yabK deve continuar no pré-esporo, 
após a conclusão do envolvimento, sob a direcção de 
G
.  
Figura 6 - yabK é transcrito sob o comando de 
F
 e de 
G
. A figura ilustra o padrão de expressão da fusão 
Pyabk-yfp em culturas da estirpe AH9509 (amyE::PyabK-yfp) em meio de esporulação (DSM). As amostras 
foram retiradas nos tempos (T, indicados em horas) a partir do início da esporulação, marcadas com o corante 
de membrana FM4-64 e visualizadas por microscopia de contraste de fase (CF) e de fluorescência com filtros 
padrão para a YFP (proteína fluorescente amarela) e o FM4-64. 
 
3.3. A proteína YabK é necessária para a esporulação e regula a expressão 
genética no pré-esporo 
 
 Para a caracterização funcional de yabK e mfd durante a esporulação foram 
construídos mutantes de inserção nestes genes. Uma vez que yabK e mfd pertencem ao 
mesmo operão foram produzidas mutações de eliminação em fase, de modo a que a 
mutação do gene yabK não interferisse com a expressão do gene a jusante. Os genes foram 
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amplificados por Splicing by Overlaping Expression PCR (SOE-PCR (65)) com os 
oligonucleotídeos iniciadores yabK236D, yabK717R, yabK874D e yabK1318R para o gene 
yabK e mfd1219D, mfd1749R, mfd4000D e mfd4507R para o gene mfd. Esta amplificação, 
ocorreu em duas fases. Primeiro amplificou-se parte dos genes com dois grupos de 
iniciadores e posteriormente com a sobreposição dos fragmentos resultantes amplificou-se, 
com os iniciadores externos, o fragmento final único (65). Deste modo foi eliminada, no 
caso de yabK a região compreendida entre os codões 6 e 58, e no caso de mfd foi eliminada 
a região entre os codões 250 e 1000. Os fragmentos finais foram digeridos com SalI e BglII 
e inseridos no plasmídeo pMAD (3) digerido com as mesmas enzimas, desse modo 
originando os plasmídeos pJB1 (yabK) e pJB2 (mfd) (fig. 5A). Estes plasmídeos foram 
utilizados para transformar a estirpe Spo
+
 M24 de B. subtilis. pMAD é um vector vai-vém 
(shuttle) construído para inserções/eliminações em bactérias de gram positivas. Este vector 
permite em placas com X-Gal fazer uma discriminação colorimétrica, azul-branco, para 
verificar a presença do plasmídeo na célula. O plasmídeo contém uma origem de replicação 
sensível à temperatura. À temperatura permissiva (<37 °C), comporta-se como um 
plasmídeo replicativo que é mantido na célula caso haja pressão selectiva, neste caso para 
resistência ao antibiótico eritromicina (3). À temperatura não permissiva (> 28ºC), o 
plasmídeo pode integrar por cross-over simples e recíproco (mecanismo de Campbell) no 
genoma. A propagação destes transformantes na ausência de selecção permite a 
identificação de clones onde o plasmídeo foi excisado, deixando a mutação de eliminação 
em fase para mfd e yabK no genoma não deixando qualquer marca de resistência ao 
antibiótico associado. Os transformantes obtidos foram confirmados por PCR e 
denominados de AH9511 (yabK) e AH9512 (mfd). Posteriormente foi introduzida nestas 
estirpes uma fusão transcricional do gene repórter lacZ ao promotor do gene sspE, 
dependente de 
G
 (104), e uma fusão transcricional do gene repórter cfp também ao 
promotor do gene sspE, dando origem às estirpes AH9517 e AH9522, respectivamente. Os 
mutantes duplos csfB yabK e csfB mfd foram obtidos por transformação das estirpes 
contendo as respectivas mutações de eliminação em fase e as fusões transcricionais ao 
promotor sspE, com DNA cromossomal do mutante csfB::km, originando as estirpes 
AH9523 e AH9520, respectivamente. 
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Figura 7 - yabK é necessário para a esporulação. (A) A figura representa a eficiência de esporulação das 
estirpes indicadas, expressa como a percentagem do título de esporos resistentes ao calor após 24 horas de 
crescimento/esporulação em meio DSM, em função do título obtido para a estirpe selvagem. Foram estudadas 
as seguintes estirpes: AH6567 (wt, ΔsspE::sspE-lacZ ΔyycR::sspE-cfp), AH9517 (ΔyabK, ΔyabK 
ΔsspE::sspE-lacZ ΔyycR::sspE-cfp), AH9523 (ΔyabK ΔcsfB, ΔyabK ΔsspE::sspE-lacZ ΔyycR::sspE-cfp 
ΔcsfB::km), AH9522 (Δmfd, Δmfd ΔsspE::sspE-lacZ ΔyycR::sspE-cfp) e AH9520 (Δmfd ΔcsfB, Δmfd 
ΔsspE::sspE-lacZ ΔyycR::sspE-cfp ΔcsfB::km). (B) A activação dependente de 
G
 de PsspE-lacZ foi 
monitorizada durante a esporulação para as estirpes selvagem AH6567 (círculo cheio, ΔsspE::sspE-lacZ 
ΔyycR::sspE-cfp), AH9517 (quadrado cheio, ΔyabK ΔsspE::sspE-lacZ ΔyycR::sspE-cfp), AH6568 (círculo 
vazio, ΔsspE::sspE-lacZ ΔyycR::sspE-cfp ΔcsfB::km) e AH9523 (quadrado vazio, ΔyabK ΔsspE::sspE-lacZ 
ΔyycR::sspE-cfp ΔcsfB::km). (C) A activação dependente de 
G
 de PsspE-lacZ foi monitorizada durante a 
esporulação para a estirpes selvagem AH9667 (círculo cheio, ΔsspE::sspE-lacZ ΔyycR::sspE-cfp), para 
AH9522 (quadrado cheio, Δmfd ΔsspE::sspE-lacZ ΔyycR::sspE-cfp), AH6568 (círculo vazio, ΔsspE::sspE-
lacZ ΔyycR::sspE-cfp Δgin::km) e AH9520 (quadrado vazio, Δmfd ΔsspE::sspE-lacZ
 
ΔyycR::sspE-cfp 
ΔcsfB::km). O tempo é indicado em horas após o início da esporulação. 
  
 De forma a determinar se yabK e/ou mfd teriam um papel durante o processo de 
esporulação as diferentes estirpes contendo as mutações de eliminação em fase foram 
crescidas em meio líquido de esporulação (DSM), e a eficiência de esporulação foi 
determinada (ver material e métodos, 2.1.3.). Na ausência de Mfd, quer num fundo 
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selvagem quer na ausência de CsfB, a eficiência de esporulação é reduzida para metade em 
relação ao observado para uma estirpe selvagem. Esta diminuição na eficiência de 
esporulação poderá estar relacionada com a função que esta proteína desempenha na 
reparação do DNA (fig. 7A). A mutação csfB não tem qualquer efeito detectável na 
eficiência da esporulação (24). No mutante yabK a eficiência de esporulação é 2,8% 
daquela observada para a estirpe selvagem (fig. 7A). Este resultado mostra que yabK é 
necessário para a eficiência da esporulação. Surpreendentemente, o duplo mutante ΔyabK 
ΔcsfB produz 10 vezes mais esporos que o mutante simples yabK (21.3%; fig. 7A). Este 
resultado leva a crer que qualquer que seja a função de yabK durante a esporulação, a sua 
necessidade pode ser parcialmente suprimida pela ausência de csfB. 
 Visto que os resultados expostos acima sugerem uma a existência de uma interacção 
funcional entre yabK e csfB, a actividade de 
G
 foi estudada em pormenor nestes mutantes. 
Para isso a expressão da fusão sspE-lacZ foi seguida monitorizando a actividade da enzima 
-galactosidase durante o crescimento e a esporulação em DSM. Na estirpe selvagem 
AH6567 (sspE::sspE-lacZ), e de acordo com resultados anteriores (138), a fusão sspE-lacZ 
é activada quatro horas após o inicio da esporulação, o que coincide com a conclusão do 
processo de envolvimento do pré-esporo pela célula mãe na maioria da população celular 
(fig. 7B e C). A expressão da fusão atinge um máximo por volta da hora 6 da esporulação. 
Também de acordo com resultados anteriores (15, 24, 139), a mutação ΔcsfB causa um 
padrão de expressão de sspE-lacZ bi-modal. O primeiro pico de expressão ocorre por volta 
da hora 2 de esporulação, após o que decresce para voltar a aumentar na altura da conclusão 
do envolvimento (fig. 7B e C). O primeiro período de expressão ocorre em células pré-
divisionais (139). O segundo pico de expressão da fusão coincide com o período de 
actividade do factor 
G
 na estirpe selvagem. Quando YabK não está presente verifica-se 
que a expressão da fusão sspE-lacZ, embora com um padrão semelhante ao obtido na 
estirpe selvagem, decresce consideravelmente (fig. 7B). Este resultado indica que yabK será 
necessário para a correcta activação de 
G
 durante a esporulação. Esta observação poderá 
explicar o decréscimo na eficiência de esporulação obtida no mutante para este gene (ver 
acima). O duplo mutante ΔyabK ΔcsfB apresenta o mesmo padrão bi-modal de expressão 
de sspE-lacZ observado para o mutante simples ΔcsfB, com níveis de actividade de -
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galactosidase muito semelhantes ao deste último (fig. 7A). Ou seja, no mutante duplo os 
níveis de actividade de 
G
 durante a esporulação são restaurados para os níveis selvagens. 
Esta observação poderá pelo menos em parte explicar o aumento de 10 vezes na eficiência 
de esporulação observado para o mutante duplo ΔyabK ΔcsfB (fig. 7A). Como a eliminação 
de csfB restaura totalmente a actividade de 
G
 no mutante yabK mas não a eficiência de 
esporulação, concluímos que yabK deverá ter uma outra função durante a esporulação. De 
facto, durante o decorrer deste trabalho foi publicado um estudo onde se identifica YabK 
como um novo regulador negativo da actividade de 
F
 (16). A inibição da actividade de 
F
 
será necessária para a eficiente activação do factor sigma seguinte do pré-esporo, 
G
. Na 
ausência de YabK observa-se um aumento da actividade do factor 
F
 e uma consequente 
diminuição na actividade do factor 
G
. Este efeito leva a uma diminuição na eficiência de 
esporulação.  
 A mutação mfd parece não ter qualquer impacto na expressão da fusão sspE-lacZ 
(fig. 7C) e consequentemente na actividade de 
G
. Este resultado mostra que o fenótipo 
observado no mutante ΔyabK não é devido a um efeito polar da mutação nos genes a 
jusante (ver sequência fig. 5A). 
3.4. YabK pode ser substituído pelo anti-sigma CsfB durante a esporulação  
 
 YabK como sugerido acima, regula negativamente 
F 
permitindo que haja a 
correcta transição para o factor sigma seguinte, 
G
, no pré-esporo. Resultados publicados 
recentemente (139) demonstraram que CsfB interage directamente com 
G
 e que as 




 permitem que uma única mutação no factor sigma 
F
 
(E39N, substituição no resíduo 39 de um ácido glutâmico por uma asparagina) permita o 
seu reconhecimento por CsfB. O próximo passo foi verificar se CsfB conseguiria substituir 
YabK no pré-esporo, inibindo uma forma de 
F 
contendo a mutação E39N (deste ponto em 





(fig. 8A). Para este efeito uma mutação de eliminação para o locus spoIIA 
(codificante para 
F
) e uma cópia do operão spoIIA selvagem ou contendo o alelo E39N 
inserida no locus não essencial amyE, foram introduzidas no mutante yabK. 
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Posteriormente, foi introduzida nestas estirpes uma fusão transcricional do promotor do 
gene sspE, dependente de 
G
 (104), ou do promotor do gene lonB, dependente de 
F
 (137), 
ao gene repórter lacZ (ver tabela 8, Anexos). 
Em primeiro lugar as estirpes foram crescidas em meio líquido de esporulação, e a 
eficiência de esporulação foi determinada (ver material e métodos, 2.1.3.). Tal como 
esperado (ver acima), no mutante yabK a eficiência de esporulação foi 0,2% da observada 
para a estirpe selvagem (fig. 8B). O duplo mutante yabK E39N produz cerca de 50 vezes 
mais esporos que o mutante simples yabK (11,4%; fig. 8B). Este resultado é importante: 
indica que em condições em que CsfB interage com 
F
, a eficiência de esporulação do 
mutante yabK é parcialmente restaurada. 
Decidimos então investigar a expressão dependente da actividade de 
F
 e de 
G
 
nestas estirpes. Para isso a expressão das fusões lonB-lacZ e sspE-lacZ foi seguida medindo 
a actividade da enzima -galactosidase durante o crescimento e a esporulação em DSM. Na 
estirpe selvagem AH9559 (spoIIA::sp amyE::spoIIABCwt lonB::lonB-lacZ), e de acordo 
com resultados anteriores (137), a fusão lonB-lacZ é activada duas horas após o inicio da 
esporulação, o que coincide com a formação do septo assimétrico na maioria da população 
celular (fig. 8C). A expressão da fusão atinge um máximo por volta da hora 5 da 
esporulação. Também de acordo com resultados anteriores (16), a mutação ΔyabK aumenta 
a expressão da fusão lonB-lacZ (fig. 8C). Como antecipado, a mutação E39N não tem 
qualquer efeito na expressão da fusão lonB-lacZ num fundo selvagem (139) (fig. 8C). Pelo 
contrário, o duplo mutante yabK E39N exibe uma redução na expressão de lonB-lacZ 
quando comparado com o mutante simples yabK (fig. 8C). Este resultado indica que na 
ausência de YabK, CsfB é capaz de inibir parcialmente a forma E39N de 
F
. Esta inibição 
parece ser suficiente para restaurar a correcta activação de 
G
, já que no duplo mutante a 
expressão da fusão sspE-lacZ ocorre a níveis semelhantes aos observados numa estirpe 
selvagem (fig. 8D). 
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 e CsfB, bem como a possibilidade de CsfB poder substituir YabK. As linhas a 
tracejado representam regulação transcricional, e as linhas fechadas representam uma interacção proteína-
proteína. (B) A figura indica a eficiência de esporulação das estirpes indicadas, expressa em percentagem do 
título de esporos resistentes ao calor observado após 24 horas de crescimento/esporulação em meio DSM 
(tabela 1, Anexos), em função do valor obtido para a estirpe selvagem. As estirpes estudadas foram as 





), AH9557 (yabK 
FWt
, ΔyabK ΔlonB::lonB-lacZ ΔspoIIA::sp 
ΔamyE::spoIIA) e AH9556 (yabK 
FE39N
, ΔyabK ΔlonB::lonB-lacZ ΔspoIIA::sp ΔamyE::spoIIA
E39N
). (C) A 
activação dependente de 
F
 de PlonB-lacZ foi monitorizada durante a esporulação para as estirpes selvagem 
AH9559 (círculo cheio, ΔlonB::lonB-lacZ ΔspoIIA::sp ΔamyE::spoIIA), AH9560 (quadrado cheio, 
ΔlonB::lonB-lacZ ΔspoIIA::sp ΔamyE::spoIIA
E39N
), AH9557 (círculo vazio, ΔyabK ΔlonB::lonB-lacZ 
ΔspoIIA::sp ΔamyE::spoIIA) e AH9556 (quadrado vazio, ΔyabK ΔlonB::lonB-lacZ ΔspoIIA::sp 
ΔamyE::spoIIA
E39N
). (D) A activação dependente de 
G
 de PsspE-lacZ foi monitorizada durante a esporulação 
para a estirpe selvagem AH6651 (círculo cheio, ΔsspE::sspE-lacZ ΔspoIIA::sp ΔamyE::spoIIA), e para as 
estirpes AH6659 (quadrado cheio, ΔsspE::sspE-lacZ ΔspoIIA::sp ΔamyE::spoIIA
E39N
), AH9535 (círculo 
vazio, ΔyabK ΔsspE::sspE-lacZ spoIIA::sp ΔamyE::spoIIA) e AH9533 (quadrado vazio, ΔyabK ΔsspE::sspE-
lacZ spoIIA::sp ΔamyE::spoIIA
E39N
). Nos painéis C e D, o tempo (em horas) refere-se ao início do processo da 




 Em conjunto estes resultados demonstram que CsfB tem o potencial de substituir 
YabK durante a esporulação. O facto de ser observado um efeito parcial parece indicar que 
as proteínas CsfB e YabK actuam de modo diferente na inibição de 
F
. 
3.5. YabK não interage directamente com nenhum dos factores sigma que 
controlam a esporulação 
 
 Trabalhos anteriores mostraram que CsfB interage directamente com 
G
 (75, 139). 
Um dos ensaios utilizados recorreu a um sistema de Yeast two hybrid (Y2H) no qual a 
actividade transcricional do activador GAL4 permite detectar interacções proteína-proteína. 
Baseia-se na organização estrutural de alguns reguladores transcricionais, entre os quais 
GAL4, que se compõem por dois domínios, um de ligação ao DNA (BD, binding domain) e 
um outro de activação da transcrição (AD, activation domain). Desta forma pela fusão de 
uma proteína X a um domínio e uma proteína Y a outro domínio, a interacção entre as 
proteínas X e Y torna possível o encontro dos dois domínios do regulador GAL4, 
resultando na activação de um gene repórter, lacZ (25). Neste estudo usamos a mesma 
técnica para investigar se YabK interage directamente com 
F
. Em paralelo, os demais 
factores sigma da esporulação, e o principal sigma vegetativo, 
A












 foram fundidos ao C-terminal do domínio de ligação ao DNA de 
GAL4, e YabK ao C-terminal do domínio de activação de GAL4. O gene yabK foi 
amplificado por PCR usando os iniciadores yabk693D e yabk961R. O fragmento de 268 pb 
foi digerido com NcoI e XhoI e inserido em pACT2 (90) digerido com as mesmas enzimas, 
criando o plasmídeo pJB9. Os genes que codificam para os factores sigma foram 
amplificados usando os iniciadores sigA193D e sigA1343R para o sigA, sigE278D e 
sigE956R para o sigE e sigK249D, sigKR, sigKD e sigK655R para sigK (SOE PCR). Os 
fragmentos obtidos de 1150 pb, 678 pb, e 726 pb, respectivamente para sigA, sigE e sigK, 
foram digeridos com NcoI e EcoRI e inseridos no vector pAS2-1 (55), dando origem a 
pJB18, pJB10 e pJB11, respectivamente. As restantes construções utilizadas, não descritas 
acima já existiam na colecção do laboratório. Estes plasmídeos foram usados para 
transformar S. cerevisiae nas diferentes combinações. A capacidade de interacção entre os 
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diferentes pares de proteínas for rastreada monitorizando a expressão do gene lacZ que cujo 
promotor contém uma sequência de activação reconhecida por GAL4 (fig. 9; métodos, 
2.3.1.2.). Não foi possível detectar qualquer interacção directa entre YabK e 
F
 e nem com 
qualquer outro dos factores testados fig. 9A e C). Estes resultados estão de acordo com 
os obtidos por Camp et al., (16). A inibição de 
F
 por YabK pode ocorrer de uma forma 
indirecta, ou poderá então necessitar de um ou mais factores presentes durante a 
esporulação para interagir com 
F
. Alternativamente, YabK não liga a 
F
, mas sim ao 
complexo formado entre 
F
 e a polimerase do RNA. 
Figura 9 - YabK não regula directamente nenhum factor sigma na esporulação. A interacção dentre 
YabK (A e C), CsfB (B e D) e os 4 factores sigma que controlam a esporulação foi avaliada em células da 
levedura S. cerevisiae, num sistema de dois híbridos com base no regulador GAL4. O ensaio foi conduzido 
em meio sólido (A e B) ou em meio líquido (C e D). A interacção é avaliada mediante a capacidade das 
proteínas testadas de activarem a transcrição do gene repórter lacZ, e a actividade da enzima -galactosidase é 
avaliada pela hidrólise do substrato cromogénico X-Gal em meio sólido, ou do substrato ONPG em meio 
líquido. Neste último caso, a actividade da -galactosidase é expressa em unidades de Miller (ver a secção de 
Material e Métodos). Os painéis indicam as proteínas produzidas como fusões ao domínio de activação (AD, 
activation domain) ou ao domínio de ligação ao DNA (BD, binding domain) do GAL4. 
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 Um estudo recente revela a importância de CsfB na inibição de baixos níveis de 
E
 
que possam acumular indevidamente no pré-esporo (23). Decidimos por isso investigar 
uma possível interacção directa entre 
E
 e CsfB recorrendo mais uma vez ao sistema de 
Y2H (25). Foram utilizados plasmídeos construídos durante este trabalho (ver secção 
anterior) bem como outros já existentes no laboratório (139). As várias proteínas de fusão 
foram expressas em diferentes combinações em levedura e avaliada a expressão do gene 
lacZ medindo a actividade da enzima -galactosidase (fig. 9B e D). De acordo com 





 (fig. 9B e D). Estas observações foram aqui reproduzidas. Os nossos resultados 
mostram ainda que CsfB interage directamente com 
E




, todos eles 
presentes na célula mãe durante o processo de esporulação (fig. 9B e D). Em conclusão, o 
factor anti-sigma CsfB é capaz de interagir directamente não só com 
G
, mas também com 

E
. Esta interacção leva à inibição destes factores sigma no pré-esporo e também de 
G
 em 
células pré-divisionais (23, 24, 139). 
3.7. A expressão de csfB é activada na célula-mãe em fases tardias do 
desenvolvimento 
 
 Como já descrito anteriormente csfB é transcrito no pré-esporo sob o comando de 

F
 (29). De modo a re-investigar os padrões espacial e temporal de expressão de csfB, foi 
utilizada uma estirpe contendo uma fusão traducional de csfB ao gene gfp (green 
fluorescent protein) inserida no locus não essencial amyE (AH6507; ver tabela 9, Anexos). 
A expressão da fusão csfB-gfp foi monitorizada durante o crescimento e a esporulação da 
estirpe AH6507 em DSM (fig. 10B). Estudos anteriores mostraram que esta fusão é 
funcional, complementando o fenótipo observado num mutante csfB (139). Tal como 
esperado, verificou-se a produção de um sinal de fluorescência no pré-esporo 2 horas após 
o início da esporulação (T2), coincidente com o fim da formação do septo assimétrico, e a 
consequente activação de 
F
 (fig. 10B). A fluorescência mantem-se confinada ao pré-
esporo até a finalização do processo de envolvimento do pré-esporo pela célula mãe (T4), 
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momento a partir do qual diminui de intensidade neste compartimento (T6) (fig. 10B). No 
entanto, ao mesmo tempo que a intensidade de GFP diminui no pré-esporo, é possível 
detectar a acumulação de GFP na célula mãe em células que já finalizaram o processo de 
envolvimento (fig. 10B). Estes resultados mostram que csfB é expresso não só no pré-
esporo cedo durante a esporulação, mas também em etapas mais tardias na célula mãe. De 
facto uma análise da sequência a montante da região codificante de csfB (142) mostra não 
só uma sequência consensual para um promotor dependente de 
F
, mas também uma 
sequência consensual para um promotor dependente de 
K
 (fig. 10A). 
De modo a caracterizar esta região promotora foram realizadas mutações pontuais 
na região -10 de ambos os promotores putativos de modo a eliminar esta sequência. Para tal 
foram construídas em paralelo fusões transcricionais de csfB ao gene repórter lacZ e fusões 
traducionais do gene csfB à gfp. O plasmídeo pMS261 contendo uma fusão traducional de 
csfB à gfp, foi utilizado como molde para inserir as mutações pontuais nas regiões -10 do 
promotor 
F
 e do promotor 
K
. Foi empregue o método de Quickchange (Stratagene) 
utilizando os seguintes pares de oligonucleotídeos iniciadores: PsigFcsfBD e R, e 
PsigKcsfBD e R, respectivamente. Os plasmídeos resultantes, pMS419 (mutações no 
promotor 
F
) e pMS426 (mutações no promotor 
K
) foram utilizados para transformar o 
mutante csfB::km, de modo a transferir as fusões traducionais para o locus não essencial 
amyE (ver tabela 7, Anexos). Para determinar o padrão espacial determinado pelas regiões 
promotores em estudo, a acumulação de CsfB-GFP foi seguida durante o crescimento e 
esporulação em DSM (fig. 10B). Na estirpe contendo a região -10 do promotor 
F
 alterada 
(ΔamyE::PsigK-csfB-gfp) não se verifica acumulação de GFP no pré-esporo, ao longo da 
esporulação. No entanto, 6 horas após o início da esporulação é possível detectar CsfB-GFP 
na célula mãe em células que completaram o processo de envolvimento (tal como 
monitorizado pelo padrão de marcação pelo FM4-64; ver acima). Na estirpe contendo a 
região -10 do promotor 
K
 alterada (ΔamyE::PsigF-csfB-gfp), CsfB-GFP acumula apenas no 
pré-esporo, e logo pós a divisão assimétrica. Estes resultados mostram que estas regiões 
promotoras são as responsáveis pela expressão de csfB no pré-esporo e mais tarde na célula 
mãe. Estes resultados excluem também um cenário no qual o aparecimento da proteína 
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CsfB na célula mãe poderia decorrer de secreção da proteína do pré-esporo para a célula 
mãe. 
Para a construção da fusão transcricional de csfB ao gene repórter lacZ a região 
entre as posições -150 a +62 (tendo como referência a adenina do codão de iniciação) foi 
primeiro amplificada utilizando os iniciadores csfB12D e csfB578R. O fragmento de 266 
pb foi digerido com BamHI e inserido em pSN32 (101) digerido com SmaI e BamHI, dando 
origem ao plasmídeo pMS384. O plasmídeo pMS384 foi usado como molde para inserir as 
mutações pontuais nas regiões -10 do promotor 
F
 e do promotor 
K
, pelo método de 
Quickchange (Stratagene), com recurso aos seguintes pares de iniciadores: PsigFcsfBD e R, 
e PsigKcsfBD e R, respectivamente. Os plasmídeos resultantes, pJB6 (mutações no 
promotor 
F
) e pJB8 (mutações no promotor 
K
) foram utilizados para transformar B. 
subtilis, de modo a transferir as diferentes fusões transcricionais ao gene lacZ para o locus 
amyE. A expressão das diferentes fusões ao gene repórter lacZ foi seguida durante o 
crescimento e a esporulação em DSM, medindo a actividade da enzima -galactosidase 
(fig. 10C).  
Verificámos que na estirpe contendo o promotor selvagem, a expressão de lacZ é 
activada uma hora após o início da esporulação, e atinge um máximo por volta da hora 6 da 
esporulação (fig. 10C). Na estirpe contendo a região -10 do promotor 
F
 alterada 
(ΔamyE::PsigK-csfB-lacZ) não se verifica expressão da fusão no início da esporulação, sendo 
apenas activada 4 horas após o início da esporulação (fig. 10C). Esta actividade é abolida 
na presença de uma mutação no gene que codifica para o factor 
K
 (fig. 10C). Na estirpe 
contendo a região -10 do promotor 
K
 alterada (ΔamyE::PsigF-csfB-lacZ) o padrão de 
expressão da fusão é muito semelhante ao observado para o promotor selvagem, excepto 
que o segundo pico de actividade é bastante reduzido (fig. 10C). Este segundo pico sofre 




Figura 10 – CsfB é expresso tarde durante a esporulação sob controlo de 
K
. (A) O painel representa a 
sequência do DNA da região regulatória do gene csfB com os elementos -10 e -35 dos promotores 
dependentes de 
F
 (PsigF) e de 
K 
(PsigK) indicados. São também representados o codão de iniciação (Start) e o 
local de ligação do ribossoma (RBS, ribosome binding site) ambos realçados com uma caixa a negro. As 
sequências consensuais para reconhecimento por 
F
 e por 
K 
são indicadas abaixo da sequência. As mutações 
pontuais efectuadas na região -10 dos promotores indicados estão representadas a vermelho abaixo da 
sequência de consenso. (B) O painel mostra o perfil de expressão das fusões PcsfB-csfB-gfp durante a 
esporulação em DSM das estirpes AH6507 (amyE::PcsfB-csfB-gfp),  AH6779 (amyE:: PsigF-csfB-csfB-gfp) e 
AH6728 (amyE:: PsigK-csfB-csfB-gfp). Foram colhidas amostras das culturas e estas marcadas com o corante de 
membrana FM4-64 antes de visualização por microscopia de contraste de fase (CF) e de fluorescência 
utilizando filtros padrão para a GFP (green fluorescent protein) e para o FM4-64. A barra de escala equivale a 




 de PcsfB-lacZ foi monitorizada durante a esporulação medindo 
a actividade da -galactosidase, para as estirpes selvagem AH9538 (círculo cheio, ΔamyE::PcsfB-lacZ), 
AH9577 (quadrado vazio, ΔamyE::PsigK-csfB-lacZ), AH9551 (quadrado cheio, ΔamyE::PsigF-csfB-lacZ), AH9593 
(triângulo cheio, ΔspoIIIG ΔamyE::PsigF-csfB-lacZ) e AH9591 (triângulo vazio, ΔsigK::erm ΔamyE::PΔsigK-csfB-




Em conjunto estes resultados indicam que o gene csfB se encontra sob o controlo de 
dois promotores. Um destes promotores é activado cedo no pré-esporo e é dependente de 

F
 e mais tarde (após a conclusão do processo de envolvimento), por 
G
. Um segundo 
promotor é activado na célula mãe numa fase tardia do desenvolvimento e é dependente de 

K
. Este resultado leva-nos a propor que o anti-sigma CsfB possa ter também um papel na 
modulação da expressão genética na célula mãe.  
3.8. CsfB modula a actividade de 
E 
de uma forma directa em B. subtilis  
 
A demonstração que CsfB e 
E 
interagem e que numa situação específica, no pré-
esporo, a actividade de 
E 
pode ser regulada por CsfB (23), levou-nos a testar se CsfB 
poderia regular negativamente e directamente, a actividade de 
E
 in vivo. Para tal, 
construímos dois operões artificiais, contendo o gene sigE ou sigE e csfB, sob o comando 
do promotor Pspac, indutível pelo IPTG. A estratégia delineada passaria pela indução da 
produção de 
E
 ou de 
E
 e de CsfB, simultaneamente, em células vegetativas de B. subtilis, 
na ausência de quaisquer outras proteínas específicas da esporulação. Primeiro, o gene sigE 
foi amplificado por PCR com os oligonucleotídeos iniciadores sigE187D e sigE943R, e o 
produto de PCR de 756 pb, digerido com SmaI e BglII, foi inserido entre os mesmos locais 
do vector pDH88 (a jusante do promotor Pspac) (161), originando o plasmídeo pJB12. De 
seguida, o gene csfB foi amplificado por PCR com os iniciadores csfB476D e csfB780R, e 
inserido entre os locais BglII e SphI do plasmídeo pJB12. O plasmídeo resultante designou-
se por pJB13. Estes plasmídeos foram utilizados para transformar AH9608 (estirpe de B. 
subtilis), que transporta uma fusão transcricional PspoIIP-lacZ integrado no locus spoIIP 
(ΔspoIIP::spoIIP-lacZ). Este promoter é reconhecido especificamente por sigE (47). As 
estirpes AH9616 e AH9617, respectivamente, resultaram da transformação de AH9608 
com pJB12 ou pJB13 (Fig. 11A). Uma vez que sigE ou o operão sigE-csfB é controlado 
pelo promotor Pspac, a sua expressão requer a adição de IPTG ao meio de cultura. Caso 
E 
seja activo, a expressão do gene repórter lacZ seria detectada em caixas de meio LB 




Figura 11 - CsfB é suficiente para inibir a actividade transcricional dependente de 
E
. (A) O painel 
ilustra a estrutura do operão artificial sigE-csfB sob o comando do promotor indutível pelo IPTG, Pspac. Esta 
construção foi inserida por recombinação de tipo Campbell no genoma, o que deixa uma segunda cópia (não 
representada) do gene sigE sob controlo do promotor nativo próprio. A fusão transcricional entre o promotor 
do gene spoIIP dependente de 
E
, e o gene repórter lacZ está representada. Esta construção foi também 
introduzida por recombinação de Campbell, existindo uma segunda cópia de spoIIP sob o controlo do 
promotor nativo (não representada na figura). (B) As estirpes AH9616 (sigE, sigEΩPspac-sigE spoIIPΩspoIIP-
lacZ) e AH9617 (sigE-csfB, sigEΩPspac-sigE-csfB spoIIPΩspoIIP-lacZ) foram crescidas durante 24 horas em 
LB agar suplementado com o indutor IPTG, na presença dos antibióticos selectivos e do indicador X-Gal. 
 
 Na caixa com a estirpe AH9616 (ΔspoIIP::spoIIP-lacZ Pspac-sigE), verificou-se o 
desenvolvimento de cor azul (fig. 11B), resultando da hidrólise do indicador X-Gal, e 
indicando a transcrição da fusão PspoIIP-lacZ. Já para a estirpe AH9617 (ΔspoIIP::spoIIP-
lacZ Pspac-sigE-csfB), não se observou o desenvolvimento de cor azul (fig. 11B). A única 
diferença entre as duas estirpes refere-se à presença ou à ausência de CsfB. Em apoio e 
extensão dos resultados da análise por Y2H descritos acima (fig. 9B e D), que revelaram 
uma interacção directa entre CsfB e 
E
, estas novas observações sugerem que CsfB é capaz 
de inibir 
E 
de uma forma directa em B. subtilis.  
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4. DISCUSSÃO E CONCLUSÕES 
 
A esporulação em B. subtilis é controlada por uma cascata de factores sigma que 
são mantidos inactivos, por diversos mecanismos, até ao estágio de desenvolvimento em 
que é necessária a sua activação. A fase precoce de expressão génica durante o 
desenvolvimento ocorre desde a formação do pré-esporo, logo após a divisão assimétrica 
do esporângio, até à conclusão do processo de envolvimento do pré-esporo pela célula mãe. 
Esta fase é controlada pelo factor 
F 
no pré-esporo e pelo factor 
E 
na célula mãe. A fase 
tardia da expressão génica decorre a partir do final do processo de envolvimento até à 
conclusão da diferenciação do esporo. Esta fase é controlada pelo factor 
G
 no pré-esporo e 
pelo factor 
K
 na célula mãe. Este trabalho focou-se no estudo da função de duas proteínas, 
CsfB e YabK, necessárias para a transição entre as fases precoce e tardia da expressão 
génica durante o desenvolvimento. CsfB (64 aminoácidos, ou 7.3 kDa) é um novo tipo de 
factor anti-sigma contendo Zn
2+
 capaz de inibir 
G
 na célula vegetativa e no pré-esporo 
antes da conclusão do envolvimento (24, 75, 139). Inicialmente, CsfB é produzido no pré-
esporo sob o comando de 
F
 (29). YabK, tal como CsfB, é uma proteína pequena (76 
aminoácidos, ou 8.8 kDa) com 4 cisteínas que podem formar um motivo de ligação de 
Zn
2+
,(16). Tal como csfB, o gene yabK é transcrito no pré-esporo sob o comando de 
F
 
((16, 143), este trabalho).  
 Uma fusão transcricional da região promotora de yabK ao gene repórter yfp mostrou 
que a expressão de yabK se inicia cedo na esporulação e mantêm-se até estágios mais 
tardios (após a finalização do processo de envolvimento) sempre confinada ao pré-esporo 
(fig. 6). Este padrão de expressão leva a crer que este gene é transcrito sob o controlo de 
F
 
mas também sob o controlo de 
G
. Uma análise do efeito de uma mutação de eliminação do 
gene yabK na expressão de genes normalmente expressos no pré-esporo revelou um 
aumento na expressão de genes sob o controlo de 
F
 (lonB; fig. 8C), e uma diminuição 
concomitante na actividade de 
G 
(sspE, Fig.7B e D). Esta alteração no padrão de expressão 
dos genes do pré-esporo é acompanhada por uma diminuição de cerca de 100x da eficiência 
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de esporulação (fig(s). 7A e 8B). A introdução de uma mutação csfB na estirpe com a 
mutação de eliminação do gene yabK leva a uma recuperação total da actividade do factor 

G
, mas apenas a uma recuperação parcial da eficiência de esporulação. Estes resultados 
levam a crer que yabK terá uma outra função durante a esporulação. De facto, durante o 
decorrer deste trabalho foi publicado um estudo onde se identifica YabK como um novo 
regulador negativo da actividade de 
F
 (16). A inibição da actividade de 
F
 será necessária 
para a eficiente activação do factor sigma seguinte do pré-esporo, 
G
. Na ausência de YabK 
observa-se um aumento da actividade do factor 
F
 e uma consequente diminuição na 
actividade do factor 
G
. Este efeito leva a uma diminuição na eficiência de esporulação 
(fig. 8C e D). YabK parece assim promover a transição entre as fases precoces (anterior à 
conclusão do processo de envolvimento) e tardia (com início após a conclusão do processo 
de envolvimento) da expressão génica no pré-esporo, e esta transição é essencial para a 
eficiência da esporulação ((16) este trabalho). Como CsfB e YabK funcionam por 
mecanismos diferentes na esporulação (ver abaixo), a capacidade da mutação csfB de 
suprimir o fenótipo de esporulação observado no mutante yabK ilustra de forma veemente a 




 dentro de limites que possibilitem a 
correcta transição entre as fase precoce e tardias do desenvolvimento. 
Resultados publicados recentemente (139) demonstraram que o elevado grau de 




 permite que uma única 
mutação no factor sigma 
F
 (E39N) possibilite a interacção directa com CsfB, e a sua 
consequente inibição. Neste trabalho mostramos que a mesma mutação E39N no factor 
F 
é 
também capaz de restaurar parcialmente o padrão de expressão de genes específicos do pré-
esporo e consequentemente a eficiência de esporulação de um mutante yabK (fig. 8C e D). 
Estes resultados demonstram que CsfB tem o potencial de substituir YabK durante a 
esporulação, mas as proteínas CsfB e YabK, devem actuar de modo diferente na inibição de 

F
. CsfB é capaz de interagir directamente com a forma E39N de 
F
 (139). Contudo, não 
foi possível detectar uma interacção directa entre 
F
 e YabK recorrendo ao sistema de dois 
híbridos (fig. 9A e B). Estas observações estão de acordo com os resultados de Camp e 
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Losick (2011) (16), que também não detectaram uma interacção directa entre 
F
 e YabK 
(16). Embora as duas proteínas aparentem possuir características estruturais comuns, 
deverão ter modos de acção diferentes. CsfB deverá funcionar como um factor anti-sigma 
clássico capaz de interagir com o factor sigma e prevenir a sua associação com o núcleo 
catalítico da polimerase de RNA. No caso de YabK, a interacção com o factor sigma 
poderá ser dependente de um ou mais factores presentes durante a esporulação. Uma 
possibilidade é que YabK interaja com a holoenzima contendo 
F
, inactivando o complexo. 
Existem factores de transcrição contendo Zn
2+
 capazes de ligar directamente à RNAP 
modulando o complexo holoenzima-promotor. Um exemplo é DksA que modula a 
expressão de promotores dependentes do factor 
70
 em E. coli (11, 89, 111, 127). 
Alternativamente, YabK não liga a 
F
, nem à holoenzima, inibindo a actividade do factor 
sigma de uma forma indirecta, por exemplo influenciando de alguma maneira a fisiologia 
do pré-esporo. Em trabalho futuro, o mecanismo de acção de YabK será investigado. Uma 
das linhas de trabalho envolve a purificação da proteína bem como da polimerase do RNA 
contendo 
F
, e serão conduzidos estudos de transcrição in vitro, para avaliar da capacidade 
de YabK de ligar e de inibir a holoenzima. YabK pode ainda ligar directamente à região 
promotora dos genes por si regulados (via 
F
). Uma das abordagens para testar essa ideia 
envolve estudos de ligação in vitro a promotores dependentes de 
F
. Os estudos in vitro 
poderão também elucidar esta questão. Pode acontecer que YabK adicionado a um 
promotor antes da polimerase, mas não depois, iniba a transcrição a partir desse promotor. 
Se tal acontecer, a sequência reconhecida por YabK no DNA será definida.  
 
Resultados recentes mostram que CsfB é importante na inibição de baixos níveis de 

E
 que possam acumular indevidamente no pré-esporo (23). Neste trabalho, demonstrámos 
uma interacção directa entre CsfB e 
E
 utilizando um sistema de dois híbridos com base no 
regulador GAL4 da levedura. Deste modo, CsfB interage directamente com os dois factores 
sigma da esporulação cuja actividade é por si controlada. A inferência é que a interacção é 
inibitória. No caso de 
G
, esta conclusão é apoiada por resultados de mutagénese. O 
resíduo N45 em 
G
 é necessário para a interacção, e a substituição deste resíduo por um 
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ácido glutâmico resulta numa proteína que é funcional em termos de actividade 
transcricional, mas à qual CsfB não liga, e que é insensível à acção do factor anti-sigma in 
vivo (139). Este tipo de análise mutacional não existe ainda no caso de 
E
, e no contexto 
deste último, a interacção com CsfB deve envolver aminoácidos diferentes daqueles 
envolvidos na ligação de CsfB a 
G
. Isto porque em 
E
, e na posição equivalente ao 
resíduo N45 de 
G
, encontramos um ácido glutâmico (E64). Além disso, resultados não 
publicados do laboratório mostram ainda que enquanto os primeiros 77 aminoácidos de 
G
 
são suficientes para a interacção com CsfB, o mesmo não ocorre com 
E
 (Serrano et al, não 
publicado). Em trabalho futuro, pretendemos conduzir uma análise de mutagénese aleatória 
do gene codificante para 
E
, fundido ao gene para GAL4, e rastrear para perca de 
interacção em células da levedura. Mutações missense que resultem em perca de interacção 
com CsfB na levedura, serão depois introduzidas em B. subtilis, para avaliar do seu impacto 
na esporulação. Em paralelo serão conduzidos estudos de ligação in vitro, entre 
E 
e formas 
mutantes da proteína, e CsfB.  
 
Um dos resultados mais importantes deste trabalho diz respeito ao papel de CsfB na 
inibição da actividade de 
E 
na célula mãe. Os nossos resultados mostram que csfB, ao 
contrário de yabK, é expresso, após a conclusão do envolvimento, na célula-mãe sob o 
controlo de 
K
. Mostramos que o gene csfB é transcrito a partir de dois promotores, um 
dependente de 
F
, e outro, mais a montante, dependente de 
K
. A inactivação deste 
promotor, realizada mediante mutações na região -10 que a afastam da sequência 
consensual para promotores utilizados por 
K
, eliminam a acumulação de CsfB na célula 
mãe. Juntamente com a informação de que CsfB liga directamente a 
E
, propomos um 
modelo no qual a produção de CsfB na célula mãe sob o comando de 
K
, ajuda a reduzir a 
expressão génica precoce nesta célula (fig. 12). Presumimos que este efeito ajude a reduzir 
ruído transcricional, i.e., a persistência da transcrição de pelo menos certos genes 
dependentes de 
E
 quando as células iniciam a fase tardia (pós-conclusão do processo de 
envolvimento) do programa genético. Deste modo, CsfB promove a transição precoce-
tardia também na célula mãe. Tanto quanto sabemos, é a primeira vez que se identifica uma 
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proteína regulatória que actua nos dois tipos celulares, pré-esporo e célula mãe, em estágios 
diferentes do desenvolvimento.  
Sumarizando, podemos então propor um modelo em que CsfB não só é importante 
para manter 
G
 inactivo no pré-esporo até à finalização do envolvimento, mas também tem 
um papel na regulação de 
E
 na célula-mãe em fases tardias da esporulação. Presumimos 
que este papel duplo de CsfB seja importante para a fidelidade do processo morfogenético 
(fig. 12). Por exemplo, BofA é uma proteína necessária para o correcto acoplamento entre a 
activação de 
K
 e a expressão génica no pré-esporo. Na sua ausência, 
K
 é activado cerca 
de 30 minutos antes levando a uma pequena alteração na eficiência de esporulação, mas os 
esporos formados não têm capacidade de germinarem eficientemente (123). Se um 
fenómeno semelhante ocorrer para o caso de CsfB, então espera-se que o esporo formado 
em diferentes mutantes csfB seja deficiente em alguma propriedade funcional. Em trabalho 
futuro, que já iniciámos, pretendemos caracterizar funcionalmente o fenótipo associado aos 
mutantes que expressam csfB apenas no pré-esporo e só na célula mãe, em paralelo com o 
mutante de eliminação csfB.   
Figura 12 – Modelo esquemático das vias regulatórias que envolvem CsfB e YabK. CsfB está presente na 
célula pré-divisional e em células que não entraram em esporulação, e juntamente com SpoIIAB e LonA 
mantem o factor 
G
 inactivo. Quando a célula entra em esporulação 
F 
é activado no pré-esporo e transcreve 
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csfB. Nesta fase, CsfB ajuda à inibição de 
G 
 até à conclusão do processo de envolvimento. yabK é também 
transcrito por 
F
, e após o envolvimento, por 
G
. YabK limita a actividade de 
F
 antes e após a conclusão do 
envolvimento, promovendo a transição para a fase tardia, dependente de 
G
 na linha de expressão genética do 
pré-esporo. A activação de 
G
 coincide com a conclusão do processo de envolvimento. 
G
 leva à activação de 

K 
na célula mãe. 
K
 dirige a produção de CsfB, que interage com 
E
. Esta interacção resultará na inactivação 
de 
E 




. A sequência abaixo do esquema representa as 
diferentes fases do desenvolvimento do esporo ao longo do tempo (T, em baixo), com correspondência às vias 
regulatórias que estão representadas na parte de cima do esquema. As linhas contínuas com seta representam 
regulação transcricional (positiva); as linhas tracejadas com seta, representam regulação indirecta e as linhas 
contínuas com travessão indicam interações inibitórias.  
  
 Pensa-se que o número de moléculas de factores sigma estará em excesso em 
relação às moléculas de polimerase de RNA (105). Como a maior parte da polimerase 
deverá estar ocupada na síntese de RNA a competição de diferentes factores sigma pelo 
núcleo livre da polimerase deverá ser “feroz”. Neste caso, proteínas como YabK e CsfB 
poderão fazer a diferença promovendo a ligação de determinados factores sigma ao núcleo 
da polimerase, e ajudando na troca entre os factores sigma precoces e os tardios em fases 
importantes do desenvolvimento (fig. 12). O resultado será a maior eficiência e fidelidade 
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Tabela 1 - Composição dos meios de cultura utilizados (para 1 l) 
Luria-Bertani broth 
(LB) 
10 g triptona; 5 g extracto de levedura; 5 g NaCl; 3,2 g agar (versão sólida, LB agar) 
Difco Sporulation 
Media (DSM) 
8 g nutriente broth; 1 g KCl; 0,12 g  MgSO4; 3,2 g agar (versão sólida) 
Yeast Peptone 
Dextrose (YPD) 
10 g extracto de levedura, 20 g peptona, 20 g glucose mono-hidratada, 20 g agár ( 
versão sólida, YPD plates) 
Synthetic Dextrose 
(SD)  
6,7 g base de nitrogenio de levedura sem aminoácidos, 0,6-0,7 g dropout mix, 20 g 
glucose mono-hidratada, 20 g agár (versão sólida, (SD plates) 
 
 
Tabela 2 - Antibióticos utilizados para o crescimento selectivo 
Antibiótico Composição/Preparação Concentração (utilizada em meios de 
crescimento selectivo) 
Ampicilina 100 mg/ml em água bidestilada 100 g/ml 
Canamicina  10 mg/ml em água bidestilada 10/30 g/ml (B.subtilis/E. coli) 
Cloranfenicol 30 mg/ml em etanol 5/10 g/ml (B.subtilis/E. coli) 
Eritromicina  10 mg/ml em etanol 1 g/ml 
Neomicina  10 mg/ml em água bidestilada  1/3 g/ml (meio líquido/sólido) 
Spectinomicina  100 mg/ml em água bidestilada 100 g/ml 
 
 




0,2% Laranja G; 0,37% EDTA, 50% Glicerol (v/v) 
Tampão TAE 1X 0,04 M Tris-Acetato, 0,001 M EDTA pH8,0 




Tabela 4 - Outras soluções utilizadas durante este trabalho 
Corante de iodo 0,5 % I2; 1% KI 
Lisozima  10 mg/ml em ddH2O; filtrar e guardar a -20 °C  
PBS 1X 137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 4,3 mM Na2HPO4, 1,47 mM KH2PO4; ajustar para 
pH 7,4; autoclavar e manter à TA 
Tampão RNAse 
(100 ml) 
10 mM Tris-HCl, pH 7,5; 15 mM NaCl; autoclavar e manter à TA 
Tampão SET 20 % Sacarose; 20 mM Tris, pH 8,0; 10 mM EDTA; filtrar e manter à TA 
Tampão STET 8 % (m/v) sacarose; 0,5 % (v/v) Triton X-100; 50 mM EDTA; 50 mM Tris-Cl, pH 
8.0; filtrar e manter à  TA 
TE 10X 100 mM Tris-Cl; 10 mM EDTA, pH 8,0; autoclavar e manter à TA 
RNAse A  10 mg em tampão RNAse, ferver 10 min. e arrefecer à TA.  Guardar a -20 °C  
 
 
Tabela 5 - soluções utilizadas para a preparação de células competentes de B. 
subtilis 
Sais Bott and 
Wilson (B&W) 
1,24% K2HPO4 (w/v); 0,76% KH2PO4 (w/v); 0,1% citrato tri-sódico (w/v); 0,6 
(NH4)2SO4 (w/v). Ajustar pH a 6,7 com 1N NaOH 
5X Aminoácidos 
B&W 
2,5 mg/ml de trp, arg, lys, gly, met, his, val, thr e asp 
Growth Medium 1 
(GM1) (100 ml) 
96 ml sais B&W; 1 mM MgSO4; 1 ml 50% glucose (w/v); 1ml 10% extracto de 
levedura (w/v); 1 ml de 5X aminoácidos B&W. Conservar a 4˚C 
Growth Medium 2 
(GM2) (100 ml) 










Tabela 6 - Soluções utilizadas para ensaios de -galactosidase 
B. subtilis 
Tampão Z  60 mM Na2HPO4, 40 mM NaH2PO4, 10 mM KCL, 1 mM MgSO4, pH 7,0. 
Autoclavar. 
Antes de usar adicionar Ditiotreitol (DTT) 20 mM 
Tampão A 60 mM K2HPO4, 33 mM KH2PO4, 7,5 mM (NH4)2SO4, 1,7 mM Citrato de sódio, pH 
7,0. Autoclavar 
Solução ONPG 4mg/ml em tampão A de 2-nitrofenil--D-galactopiranosidase.   
S. cerevisiae 
Tampão Z 60 mM Na2HPO4, 40 mM NaH2PO4, 10 mM KCL, 1 mM MgSO4, pH 7,0. 
Autoclavar. 
Tampão Z + -
mercaptoetanol  
100 ml tampão Z; 0,27 ml -mercaptoetanol  
Solução Z/X-Gal 100 ml tampão Z, 0,27 ml -mercaptoetanol, 1,67 ml solução X-Gal 
Solução ONPG 4mg/ml em tampão A de 2-nitrofenil--D-galactopiranosidase.   
Solução X-Gal  100 mg/ml de 5-bromo-4-cloro-3-indolil--D-galactopiranosidase em N,N-
dimetilformamida. Consevar sem luz -20º C 
 
 




Nome Sequência nucleotídica 5’ – 3’ Enzima de 
restrição 
csfB12D CGCCGCCAAGCAAGCTTAAACCCAGC HindIII 
csfB476D GGCTAGATCTACGGAGGTGGAGAAG BglII 
csfB578R CGTATAAAGATGGATCCTCTATTCTTCTC BamHI 
csfB780R ATTATTAGCATGCTACTACGTTCAATCC SphI 
mfd4507R TCAGATCTTTTAAGCCCTTCAGCATGCCC  BglII 
                                                        
 
1 Continua na página seguinte  
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mfd4000D ATGCTGAAGGAGGCCATTGAGGAGCG   
PsigFcsfBD CCGTTTTAAAGGGCGGCCAACTGTACGGAGG  







sigA193D GATCCATGGCTGATAAACAAACCC NcoI 
sigA1343R GAACGGAATTCAAGACCCCTTCC EcoRI 
sigE187D GAAGGGAGAGGAAGATGGGCGGGAGTGAAGCCCTGCC  
sigE278D CTATTCCATGGGCGGGAGTGAAGCCCTGCC NcoI 
sigE943R AGGAGATCTAACCATAAAATTTTTTACA BglII 
sigE956R CCCTGTGAATTCAAGGGGTTCTAACC EcoRI 
sigK249D GTCTCCATGGTATCTTACGTGAAAAACAATGCC NcoI 




sigKR CTCATTTTCAATACACCTCGC  
yabK236D AAGGGTCGACTTGTTAAACCGCTTAC SalI 
yabK437D GGAACGTCGACGAGTTTGACCGTATCCGCATCGGAATCGG SalI 
yabK693D CCCTTCCATGGCTTTGCATTATTATTGTCG NcoI 




yabK874D CAAGAGGCGCTTGACCGAAATCCGC   
yabk961R CGCTCGAGGTCTAGTGTCTACACCAAAGC XhoI 





yfpR GGAATTCTGGACATTTATTTGTATAGTTCATCCATGCC EcoRI 
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Tabela 8 - Lista de plasmídeos 
Nome  Descrição  
pJB1 Plasmídeo derivado do pMAD, no qual foi introduzido um fragmento da região 
codificante do gene yabK, sem a região entre os codões 6 e 58   
pJB2 Plasmídeo derivado do pMAD, no qual foi introduzido um fragmento da região 
codificante do gene mfd, sem a região entre os codões 250 e 1000 
pJB3 Plasmídeo derivado do pMLK83 no qual foi introduzida a região codificante do gene yfp. 
Para fusões transcricionais com YFP. 
pJB4 Plasmídeo derivado do pJB3 no qual foi introduzida a região promotora do gene yabk, do 
nucleotídeo -236 até ao -8 relativamente à adenina do codão de iniciação.  
pJB6 Plasmídeo derivado do pSN32 no qual foi introduzida a região promotora do gene csfB 
com mutações pontuais na região -10 da zona dependente do factor sigma F 
pJB8 Plasmídeo derivado do pSN32 no qual foi introduzida a região promotora do gene csfB 
com mutações pontuais na região -10 da zona dependente do factor sigma K  
pJB9 Plasmídeo derivado do pACT2 no qual foi introduzida a região codificante do gene yabK 
PJB10 Plasmídeo derivado do pAS2-1 no qual foi introduzida a região codificante do gene sigE 
pJB11 Plasmídeo derivado do pAS2-1 no qual foi introduzida a região codificante do gene sigK 
pJB12 Plasmídeo derivado do pDH88 no qual foi introduzida a região codificante do gene sigE 
pJB13 Plasmídeo derivado do pJB12 no qual foi introduzida a região codificante do gene csfB 
pJB18 Plasmídeo derivado do pAS2-1 no qual foi introduzida a região codificante do gene sigA 
pMS261 Plasmídeo contendo uma fusão traducional entre os genes csfB, incluindo região 
promotora, e o gene gfp (Serrano, M., não publicado) 
pMS356 Plasmídeo derivado do pACT2 no qual foi introduzida a região codificante do gene csfB 
(139) 
pMS357 Plasmídeo derivado do pAS2-1 no qual foi introduzida a região codificante do gene sigF 
(139) 
pMS358 Plasmídeo derivado do pAS2-1 no qual foi introduzida a região codificante do gene sigG 
(139) 
pMS384 Plasmídeo contendo uma fusão do promotor do gene csfB com o gene lacZ. (Serrano, M., 
não publicado) 
pMS419 Plasmídeo derivado do pMS261 no qual foram introduzidas mutações pontuais no 
promotor dependente de 
F
 do gene csfB (Serrano, M., não publicado) 
pMS426 Plasmídeo derivado do pMS261 no qual foram introduzidas mutações pontuais no 
promotor dependente de 
K




Tabela 9 - Estirpes de B. subtilis utilizadas e construídas durante este trabalho
2
 
Estirpes Genótipo revelante Origem/referência 
MB24 trpC2 metC3  
Colecção do 
laboratório 
AH77 trpC2 metC3 ΔsigK::erm “ 
AH3795 trpC2 ΔspoIIIG 
“ 









trpC2 metC3 ΔsspE::sspE-lacZ, Erm
R




Serrano, M. (139) 
AH6659 
























AH6728 trpC2 metC3 ΔcsfB::km ΔamyE:: PsigK-csfB-csfB-gfp, Cm
R
 Serrano, M. 
AH6779 trpC2 metC3 ΔcsfB::km ΔamyE:: PsigF-csfB-csfB-gfp, Cm
R
 “ 
AH9509 trpC2 metC3 amyE::PyabK-yfp Erm
R
 Este trabalho  
AH9511 trpC2 metC3 ΔyabK 
“ 
AH9512 trpC2 metC3 Δmfd 
“ 


















































                                                        
 

















































AH9558 trpC2 metC3 ΔlonB::lonB-lacZ Erm
R
 ΔspoIIA::sp  
“ 
AH9559 
trpC2 metC3 ΔlonB::lonB-lacZ Erm
R















AH9577 trpC2 metC3 ΔamyE::PsigK-csfB-lacZ Cm
R
 “ 
AH9591 trpC2 metC3 ΔsigK::erm ΔamyE::PΔsigK-csfB-lacZ Cm
R
 “ 
AH9593 trpC2 metC3 ΔspoIIIG ΔamyE::PsigF-csfB-lacZ Cm
R
 “ 
AH9608 trpC2 metC3 ΔspoIIP::spoIIP-lacZ, Erm
R
  “ 
AH9614 trpC2 metC3 sigEΩPspac-sigE, Cm
R
  “ 
AH9615 trpC2 metC3 sigEΩPspac-sigE-csfB, Cm
R
  “ 




  “ 









Tabela 10 - Estirpes de S. cerevisiae utilizadas e construídas ao longo deste 
trabalho 
Estirpe Genotipo revelante  Origem/referencia  
Y187 MAT ura3-52 his3-200 ade2-101 trp1-901 leu2-3, 112 gal4Δ 
met
-
 gal80Δ URA3::GAL1UAS-GAL1TATA-lacZ 
Harper et al., 1993 
(55) 
Y190 MATa ura3-52 his3-200 ade2-101 tys2-801 trp1-901 leu2-3, 




Harper et al., 1993; 
Flick & Johnston, 
1990 (45, 55) 
AH9561 pMS356(Y190)/pMS358(Y187) (conjugação) Este trabalho  
AH9562 pMS356(Y190)/pJB10(Y187)  (conjugação) “ 
AH9563 pMS356(Y190)/pJB11(Y187)  (conjugação) “ 
AH9564 pMS356(Y190)/pMS357(Y187)  (conjugação) “ 
AH9565 pACT-2(Y190)/pAS2-1(Y187)  (conjugação) “ 
AH9566 pMS356(Y190)/pAS2-1(Y187)  (conjugação) “ 
AH9567 pJB9(Y190)/pMS358(Y187)  (conjugação) “ 
AH9568 pJB9(Y190)/pJB10(Y187)  (conjugação) “ 
AH9569 pJB9(Y190)/pJB11(Y187)  (conjugação) “ 
AH9570 pJB9(Y190)/pMS357(Y187)  (conjugação) “ 
AH9572 pJB9(Y190)/pAS2-1(Y187)  (conjugação) “ 
AH9586 pACT-2(Y190)/pMS357(Y187)  (conjugação) “ 
AH9587 pACT-2(Y190)/pJB10(Y187)  (conjugação) “ 
AH9588 pACT-2(Y190)/pMS358(Y187)  (conjugação) “ 
AH9589 pACT-2(Y190)/pJB11(Y187)  (conjugação) “ 
AH9605 pMS356(Y190)/pJB18(Y187)   (conjugação) “ 
AH9607 pACT-2(Y190)/pJB18(Y187)   (conjugação) “ 
 
 
 
 
 
 
 
 
